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Debido al incremento en la producción mundial de queso el suministro de cuajo ha 
disminuido a causa de la limitada disponibilidad de estómagos de becerros lo que ha hecho 
necesaria la búsqueda de sustitutos (coagulantes lácteos de origen vegetal, microbiano y 
animales no rumiantes). En este trabajo se evaluó la actividad proteolítica del extracto de 
estómagos de conejos de engorda (Oryctolagus cuniculus) y su capacidad coagulante en leche 
para su uso potencial como cuajo en el proceso de elaboración de queso. Los estómagos se 
insuflaron para secarlos y se sometieron a cinco tratamientos de salado para la elaboración de 
extractos enzimáticos, el mejor método de extracción fue el secado sin sal y agregando ésta a 
la solución. Se estudió el efecto de la concentración de sal (NaCl) en combinación con alcohol 
(etanol) y el tiempo de extracción en una solución de agua acidificada a pH 4. La 
concentración de etanol no mostró ningún efecto en la fuerza de cuajado, los mejores 
resultados se obtuvieron mediante la adición de 1 a 5 % de NaCl a la solución y presentaron 
diferencias estadísticas (p<0.05) con los extractos sin sal que no coagularon y que tuvieron 
mayor actividad enzimática. Asimismo se evaluaron las características fisicoquímicas, 
microbiológicas y sensoriales de quesos madurados a 30, 60 y 90 días elaborados con cuajo de 
becerro, cuajo microbiano y extracto de estómago de conejo no encontrando diferencias 
(p<0.05) entre los tres por lo que se sugiere que el estómago de conejo, actualmente víscera de 
desecho, puede ser utilizado eficientemente como coagulante de origen animal, en promedio 





Due to the increase in world production of rennet cheese supply has decreased due to the 
limited availability of stomachs of calves which has necessitated the search for substitutes (milk 
coagulants of plant, microbial and non-ruminants). In this work the proteolytic activity of the extract 
fat stomachs of rabbits (Oryctolagus cuniculus) and milk coagulant capacity for potential use as rennet 
in the cheese making process was evaluated. The stomachs were blown to dry and subjected to five salt 
treatments to prepare enzyme extracts, the best extraction method was drying salt and adding it to the 
solution. The effect of salt (NaCl) in combination with alcohol (ethanol) and the extraction time was 
studied in a water solution acidified to pH 4. The ethanol concentration showed no effect on the 
strength of curd, the best results were obtained by adding 1 to 5 % NaCl solution and submitted to 
statistical differences (p <0.05) with no salt extracts not coagulated and had higher enzymatic activity. 
Physico-chemical, microbiological and sensory characteristics of cheeses ripened at 30, 60 and 90 days 
made with rennet calf, microbial rennet extract rabbit stomach finding no differences (p <0.05) 
between the three so it is suggested were also evaluated rabbit's stomach, viscera currently waste, can 
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La transformación de la leche en queso requiere de cuajo también llamado renina o 
quimosina, esta enzima se obtiene de los estómagos (abomaso o cuajar) de becerros lactantes. 
Comercialmente esta enzima también puede ser obtenida gracias a la ingeniería genética a 
partir de origen microbiano como cepas modificadas de Mucor miehei y Endothia parasitica 
(Ordiales, 2013). Así mismo, también son utilizadas algunas enzimas de origen vegetal 
obtenidas del Cardo Cynara cardunculus  (Galan et al., 2008) o de Manzana de Sodoma 
(Calotropis procera) (Mazorra et al., 2013). 
La pepsina bovina tiene la segunda mayor actividad proteolítica del cuajo obtenido de 
becerros jóvenes y es la principal proteasa cuando es extraída de animales adultos, está bien 
reconocido que la especificidad proteolítica de esta enzima mejora las propiedades sensoriales 
del queso durante la maduración, defecto que se atribuye a los cuajos de origen microbiano y 
vegetal (Muñoz et al., 2004). El cuajo de origen vegetal, aunque menos utilizado reporta una 
proteólisis más rápida pero una menor lipólisis que el cuajo natural durante la maduración con 
una textura suave más pronunciada y una intensidad y calidad de sabor significativamente más 
alta (Nuñez et al., 1991). 
El cuajo microbiano sólo contiene uno de los tipos de quimosina conocidos (el tipo A o 
el tipo B). Algunos de los tipos de quimosina que se encuentran en el cuajo microbiano no 
existen en el cuajo natural. Esta es la razón por la que por medio de análisis especiales puede 
determinarse qué tipo de coagulante ha sido utilizado en la producción. A menudo una mezcla 
de quimosina microbiana y pepsinas naturales es utilizada para imitar la complejidad del cuajo 
natural y obtener resultados similares en coagulación y desarrollo de (Jacob et al., 2010). 
La leche de coneja contiene 13 % de proteína de la cual el 70 % es caseína (Alais, 
1981) a diferencia de la leche de otras especies no rumiantes que son bajas en proteína y 
caseína; también se ha reportado sensibilidad de la caseína de la leche de coneja a la actividad 
del cuajo (Schranner, 1993), lo que hace suponer que el estómago de gazapos lactantes 
contiene una enzima capaz de coagular la caseína de las leches de rumiantes (vaca, cabra y 
oveja) para la elaboración del queso.   
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2 REVISIÓN DE LITERATURA 
La leche de especies domésticas ha sido reconocida desde tiempos prehistóricos como 
una fuente de alimento para los humanos, algunas de las propiedades de la leche están bajo 
estudio todavía, tal como su capacidad de coagular con la quimosina, la capacidad de 
transformar la leche en productos tales como queso y mantequilla han sido reconocidos por la 
humanidad desde hace siglos (Koselkova et al., 2012). 
 
2.1 Leche 
Biológicamente se define a la leche como la secreción de la glándula mamaria de las 
hembras mamíferos destinada para la alimentación de sus crías durante las primeras etapas de 
vida. Legalmente leche es el producto obtenido del ordeño integro de una o más vacas sanas y 
en reposo, exento de calostro y que cumple con las especificaciones fisicoquímicas y 
bacteriológicas que establece el código sanitario. La leche que provenga de otras especies 
deberá tener después de la palabra leche el nombre de la especie de que provenga (Schimme y 
Buchheim, 2002). 
Tecnológicamente es un sistema fluido muy complejo en el cual coexisten tres fases en 
equilibrio dinámico que son emulsión (grasa-agua) suspensión (coloide proteico en agua) y 
solución verdadera (lactosa, minerales y proteínas solubles en agua) (Villegas, 2013). 
La composición de la leche varía de acuerdo con cada especie y dentro del ganado 
lechero las variaciones se deben a las razas y dentro de ellas al estado nutricional, estación, 
temperatura ambiental, edad, fase de lactancia, salud, etc. (Schwendel et al., 2015). 
 
2.1.1 Composición química de la leche 
Los principales componentes de la leche son el agua, los lípidos, los carbohidratos, las 
proteínas y las sales. Estos componentes se encuentran distribuidos en forma de emulsión, 
suspensión y solución en un equilibrio físico complejo. La grasa se encuentra en forma de 
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glóbulos grasos, rodeados por una membrana, que están emulsionados en el suero lácteo. Las 
moléculas de proteína se encuentran dispersas en el suero lácteo en forma de partículas que se 
denominan micelas, constituidas principalmente por sales cálcicas de las caseínas. Además, en 
el suero lácteo están disueltas diversas proteínas, carbohidratos, sustancias minerales y otros 
compuestos. 
Aunque cualitativamente la composición y propiedades de la leche son constantes, los 
estudios desarrollados por algunos autores para determinar la composición de la leche a lo 
largo del tiempo, han demostrado que existen variaciones considerables en los contenidos de 
proteína y grasa de la leche (Fekadu et al., 2005). Estas variaciones se atribuyen a diversos 
factores como son: la herencia genética, el ciclo de lactación, la edad, la alimentación, la 
temperatura ambiental, la época del año, el estado de salud y el procedimiento de lactación 
(Schwendel et al., 2015). 
La calidad de los quesos está determinada por la relación caseína/grasa de la leche que 
se utiliza en su elaboración, ya que una desviación del contenido de caseína o grasa de la leche 
produce cambios significativos en la textura de los quesos (Scott, 1991). Así por ejemplo, el 
cambio de alimentación de invierno a pasto de primavera, se traduce en un incremento del 
contenido de caseína y de la dureza del gel caseínico. Asimismo, la leche que producen las 
vacas que se alimentan con trébol blanco es más rica en caseína total y en caseínas α y β, y por 
tanto, da un gel caseínico más duro que la de las vacas que se alimentan con raigrás. El 
período de lactación también determina la dureza del gel caseínico en la elaboración del 
queso. A lo largo de las primeras semanas, la disminución de la concentración en caseína, 
calcio y fósforo inorgánico, al igual que las variaciones relativas de las caseínas, producen una 
disminución sensible de la dureza del gel. La dureza del gel es mayor en las leches a la mitad 
de la lactación. Las leches al final de la lactación coagulan más difícilmente y dan geles más 





La fracción esencial de los compuestos nitrogenados es la proteica, que representa el    
95 % del nitrógeno total de la leche, aproximadamente un contenido de 31 y 37 g de proteínas 
por litro (Badui, 2006). Las proteínas de la leche se separan principalmente en dos grupos 
mediante una acidificación de la misma hasta alcanzar un valor de pH de 4.6 (punto 
isoeléctrico) que da lugar a la formación de una fracción precipitada constituida por las 
caseínas y otra parte que queda en el sobrenadante que son las proteínas del suero. Las 
caseínas constituyen la fase micelar inestable de la leche, compuesta de partículas sólidas en 
suspensión, que difunden la luz y dan a la leche su aspecto blanco opaco. Las caseínas están 
constituidas por cuatro tipos de cadenas polipeptídicas: αs1, αs2, β y , que se asocian con el 
calcio y el fosfato en micelas de 20-300 µm de diámetro. Las proteínas del suero constituyen 
la fase soluble estable de la leche y se compone de un grupo diverso que incluye la β-
lactoglobulina, la α-lactoalbúmina, la seroalbúmina, la lisozima, la lactoferrina y las 
inmunoglobulinas (Requena et al., 2007). 
 
2.1.1.2 Lípidos 
La fracción grasa de la leche se encuentra en forma de glóbulos grasos de tamaño 
variable (0.1-15 µm de diámetro) en función de la especie, raza y estado de lactación que están 
dotados de una membrana externa de proteínas y fosfolípidos. Dicha membrana proporciona 
estabilidad a la emulsión ya que impide la salida de la grasa y asegura la repulsión 
electrostática entre los diferentes glóbulos. Los principales componentes de la membrana 
representan un 2 % del glóbulo graso, de los cuales el 0.9 % corresponde a las proteínas, el 0.6 
% a fosfolípidos, el 0.3 % a glicéridos neutros y el 0.2 % al agua. También se encuentran 
componentes liposolubles como el colesterol, los ácidos grasos libres, el glicerol y una gran 
cantidad de enzimas (Badui, 2006). 
La leche contiene alrededor de un 3.8 % de grasa, contenido variable en función de la 
especie y de la raza que puede oscilar entre un 2 y un 8 %. De este porcentaje, el 95-98.7 % se 
localiza en el glóbulo graso, un 0.4-2 % en la membrana del glóbulo graso y el 0.8-3 % en el 
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suero de la leche. Los lípidos neutros más abundantes son los triglicéridos, encontrándose en 
menor proporción los monoacilglicéridos, diacilglicéridos, ácidos grasos libres y esteroles. 
Entre los lípidos complejos se encuentran los fosfolípidos, los cerebrósidos y los gangliósidos. 
La mayor parte de la materia grasa de la leche es de naturaleza lipídica (99.5 %) y está 
constituida esencialmente por glicéridos. Los lípidos de la leche contienen alrededor de 200 
ácidos grasos distintos. Destacan por su concentración, el ácido mirístico (C14), palmítico (C6), 
esteárico (C18) y oleico (C18:1). Asimismo, el contenido de ácidos grasos de cadena corta como 
el butírico (C4), el caproico (C6), el caprílico (C8), el cáprico (C10) y el laúrico (C12) es 
relativamente alto (10 %). La presencia de ácidos grasos como el ácido butírico influye 
directamente sobre el aroma final del queso (Badui, 2006).  
 
2.1.1.3 Carbohidratos 
El hidrato de carbono que se encuentra en mayor proporción en la leche es la lactosa 
(45-50 g/L en la leche de vaca). La lactosa y otros azúcares libres se encuentran en la leche en 
una solución verdadera. La lactosa durante el proceso de maduración de los quesos sufre una 
fermentación que la transforma en ácido láctico modificando con ello el pH de la leche o la 
cuajada. Además, existen oligosacáridos y fracciones glucosídicas que se unen a los lípidos y a 
las proteínas (Badui, 2006). 
 
2.1.1.4 Sales 
Las sales se encuentran disueltas en la leche o bien asociadas a las micelas de caseína. 
Los cationes principales que las constituyen son el sodio, el potasio, el calcio y el magnesio. 





2.1.1.5 Otros componentes 
La concentración de oligoelementos en la leche es variable y depende del grado de 
contaminación de la leche después del ordeño o de la contaminación del animal por factores 
externos (alimentación, medio ambiente, etc.). Las caseínas fijan un 95 % del Manganeso 
(Mn) y del Zinc (Zn); un 50 % del Hierro (Fe) y un 75 % del Cobre (Cu). También se 
encuentran en cantidades traza el Iodo (I), Flúor (Fl), Bromo (Br), Arsénico (As), Boro (B) y 
Silicio (Si) (Badui, 2006). 
 
2.2 Cuajo 
El cuajo –también llamado quimosina y antiguamente renina-, es una enzima que 
pertenece al grupo de las aspartato proteasas (E.C.3.4.23.4; E.C. indica Comisión de Enzimas 
IUPAC; 3 la clase de enzima, en este caso ―hidrolasa‖; 4 la subclase de enzima, en este caso 
―proteasa‖; 23 la sub-sub clase de enzima, en este caso ―proteasa ácida‖ y 4 es un número 
específico) que es secretada por el abomaso, estómago verdadero de los rumiantes jóvenes en 
forma inactiva llamada pro-cuajo, o pro-quimosina, y que se activa por autocatálisis por 
remoción del péptido N-terminal (Ferrandini, 2006). 
La norma general de identidad y pureza para el cuajo y otras enzimas coagulantes de leche 
destinados al mercado interior en España, define al cuajo, como el producto obtenido 
exclusivamente de los cuajares de rumiantes y cuyo componente activo está constituido por 
quimosina y pepsina. Dentro de esta reglamentación también se define coagulante lácteo, 
como aquellas preparaciones de proteasas de origen animal, vegetal o microbiano capaces de 
provocar la desestabilización de la micela de caseína con formación de un gel lácteo, en las 





Las enzimas que hidrolizan las uniones peptídicas pueden ser agrupadas en dos 
subclases: endopeptidasas y exopeptidasas, dependiendo del lugar donde se lleve a cabo la 
hidrólisis en el sustrato. Las exopeptidasas hidrolizan el enlace peptídico en el extremo amino 
o carboxilo terminal, mientras que las endopeptidasas hidrolizan algún enlace peptídico en la 
cadena interna el sustrato (IUB, 1992). 
Dependiendo de la fuente, las enzimas también pueden clasificarse en base a su 
similitud con proteasas bien clasificadas, tales como de tipo tripsina, quimotripsina, quimosina 
o catepsina (Barrett, 1995). También pueden clasificarse en base a su sensibilidad al pH, como 
proteasas acidas, neutras o alcalinas (Barret et al., 2004). Aunque también pudieran 
clasificarse de acuerdo a la especificidad del sustrato, respuesta a algún inhibidor o a su modo 
de catálisis. 
El método estándar de clasificación propuesto por la Comisión de Enzimas está basado 
en el modo de catálisis, de esta manera las enzimas proteolíticas se dividen en cuatro grupos: 
serina, cisteína, aspartato y metalo proteasas. La parte inicial del nombre de cada clase deriva 
del grupo catalítico involucrado en la reacción. El sitio activo de la serina y cisteína proteasa 
utiliza por un lado un grupo tiol que es la cisteína y por otro lado un hidroxilo que es la serina 
como modo de ataque durante la catálisis. Este modo de reacción exige la formación de un 
intermediario covalente entre átomo nucleofílico y el carbono carbonil del puente peptídico a 
hidrolizar. En contraste, el mecanismo de hidrólisis para la aspartato y metalo proteasa no 
involucra un intermediario covalente, debido a que una molécula de agua es el átomo 
nucleofílico en ambas enzimas (Dunn, 1989). 
 
2.3.1 Aspartato proteasas 
Este grupo es denominado aspartato proteasas ya que indican el grupo catalítico en el 
sitio activo de la enzima, está conformado por dos residuos aspárticos. Este grupo de enzimas 
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también hace referencia a las carboxilproteasas y a las ácido proteasas, en donde el pH óptimo 
oscila entre 2 y 4 y son endopeptidasas (Graycar, 1999).  
La enzima mejor estudiada de este grupo es la pepsina. La quimosina (conocida 
anteriormente como renina) es la más usada comercialmente, ya que es ampliamente empleada 
en la producción de quesos. Un gran número de proteasas microbianas también son incluidas 
en este grupo. Este grupo incluye tres proteasas fúngicas de Endothia parasitica, Mucor 
pusillus y Mucor miehei que son buenos sustitutos de la quimosina. Este grupo de proteasas se 
inhibe por pepstatina (Whitaker, 1994).  
2.3.1.1 Quimosina 
También llamada renina o cuajo, es una endopeptidasa (E.C.3.4.23.4) con un peso 
molecular de 30,700 Da y un pH isoeléctrico de 4.6 - 4.7, es soluble en agua y se sintetiza en 
el abomaso de terneros jóvenes, en forma de un precursor denominado proquimosina o 
prerenina. A medida que los terneros envejecen su abomaso va produciendo más pepsina 
(E.C.3.4.23.1) y menos quimosina (Addis et al., 2008). 
El cuajo puede ser considerado como una preparación enzimática funcional que está 
efectiva y naturalmente adaptada a los propósitos de elaboración de queso.  
La quimosina es una proteasa aspártica gástrica neonatal de importancia comercial en 
la elaboración de queso, el estómago produce varios tipos de enzimas gástricas, pepsina A (EC 
3.4.23.1), pepsina B (EC 3.4.23.2), gastricsina (EC 3.4.23.3) y quimosina (EC 3.4.23.4), son 
producidos en la mucosa abomasal como precursores inactivos (Patrick et al., 2004). 
La escasez y el costo del cuajo bovino ha llevado al uso de sustitutos incluyendo 
proteasas de otros animales y enzimas proteolíticas producidas por microorganismos Mucor 
miehi, M. pusillus y Endothia parasítica son los más comunes (Jacob et al., 2011). 
Se ha reportado que la sal inhibe la inactivación de la quimosina, de ahí el alto contenido 
de sal en el cuajo comercial, a diferencia de la pepsina, la quimosina no puede hidrolizar las 
inmunoglobulinas del calostro (lo que explica porque los recién nacidos producen quimosina y 





Es el producto de la concentración parcial de los sólidos de la leche obtenido por 
coagulación enzimática o ácida y por el drenado parcial del suero resultante de tal coagulación 
(Rivera, 2012). 
La Norma Oficial Mexicana NOM-121-SSA1-1994 define a los quesos de la siguiente 
manera: 
Quesos: productos elaborados con la cuajada de leche estandarizada y pasteurizada de vaca o 
de otras especies animales, con o sin adición de crema, obtenida por la coagulación de la 
caseína con cuajo, gérmenes lácticos, enzimas apropiadas, ácidos orgánicos comestibles con o 
sin tratamiento ulterior por calentamiento, drenada, prensada o no, con o sin adición de 
fermentos de maduración, mohos especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles 
opcionales, dando lugar a las diferentes variedades de quesos pudiendo por su proceso ser: 
fresco, madurado o procesado. 
 Quesos frescos, productos que cumplen en lo general con la definición de quesos y se 
caracterizan por ser productos de alto contenido de humedad, sabor suave y no tener 
corteza, pudiendo o no adicionarle ingredientes opcionales y tener un periodo de vida 
de anaquel corto, requiriendo condiciones de refrigeración. 
 Quesos madurados, alimentos que en lo general cumplen con la definición de quesos y 
se caracterizan por ser de pasta dura, semidura o blanda, con o sin corteza; sometidos a 
un proceso de maduración mediante la adición de microorganismos, bajo condiciones 
controladas de tiempo, temperatura y humedad, para provocar en ellos cambios 
bioquímicos y físicos característicos del producto de que se trate, lo que le permite 




 Quesos procesados, productos que cumplen en lo general con lo establecido para 
quesos y se caracterizan por ser elaborados con mezclas de quesos, fusión y emulsión 
con sales fundentes, aditivos para alimentos permitidos e ingredientes opcionales, 
sometidos a proceso térmico de 70 ºC durante 30 segundos o someterse a cualquier 
otra combinación equivalente o mayor de tiempo y temperatura, lo que le permite 
prolongar su vida de anaquel. 
 
2.4.1 Clasificación de los quesos  
La clasificación por su consistencia se realiza tomando como base la humedad del 
queso desgrasado (% HQD) o humedad sin materia grasa (HSMG). En el cuadro 1 se muestra 
la correlación entre HSMG y su designación. 
Cuadro 1. Clasificación de los quesos en base a la consistencia de la pasta  





Fuente: COVENIN 1813:2000 (COVENIN, 2000) 
 
2.4.2 Maduración 
La maduración del queso incluye todos aquellos procesos que tienen lugar y cuyo 
origen es físico, microbiológico y enzimático. La maduración hace que el queso crudo de 
sabor casi insípido se transforme en un producto acabado de sabor suave y agradable que 
presenta muchas características específicas (Figura 1). Los procesos que tienen lugar durante 
la maduración pueden tener distintos orígenes: 
a) Las enzimas coagulantes 
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b) Las enzimas originales de la leche 
c) La actividad metabólica de los microorganismos y las enzimas que de ella 
resultan y que son los causantes de la proteólisis, lipólisis, glicólisis, 
producción de gas y producción de aroma: así como también de la aparición de 
la flora de maduración y de la flora contaminante (Ferrandini et al., 2011). 





Figura 1. Diagrama de flujo de la elaboración de quesos madurados  
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2.4.2.1 Transformaciones de las caseínas por efecto de la proteólisis durante la 
maduración del queso. 
Durante la fabricación del queso, las reacciones de degradación de las proteínas lácteas 
se desarrollan secuencialmente en varias etapas. En la fase previa al proceso de elaboración 
del queso, las proteínas de la leche se degradan por efecto de la plasmina y las enzimas 
microbianas. Posteriormente, se desarrollan las reacciones enzimáticas de coagulación que 
determinan la formación de la cuajada. Finalmente, las proteínas se degradan por efecto de 
reacciones enzimáticas durante la maduración del queso (Ferrandini et al., 2011). 
 
Reacciones de degradación de las proteínas de la leche 
Existen diversas enzimas que intervienen en las reacciones de degradación de las 
proteínas de la leche previas a la elaboración del queso. La actividad de las proteasas 
extracelulares segregadas por bacterias psicrótrofas como las Pseudomonas no es significativa 
cuando las tasas microbianas son < 10
6
 UFC/ml. Tasas microbianas de 10
7
 UFC/ml causan 
reacciones de proteólisis poco importantes que afectan a la β y a la αs1-caseína. Sin embargo, 
las enzimas termoresistentes secretadas por las bacterias psicrótrofas pueden producir rancidez 
y amargor durante la maduración del queso. Las proteasas secretadas por los leucocitos son 
menos activas que las proteasas bacterianas y actúan principalmente en las leches de 
mamíferos. La plasmina es una proteasa endógena de la leche que interviene en la hidrólisis de 
la β-caseína durante la lactancia previa al ordeño, produciendo -caseínas y ciertos 
componentes de la fracción proteína-peptona. 
 
Reacciones enzimáticas de coagulación en la formación de la cuajada. 
La coagulación de la leche en la fabricación del queso se desarrolla en dos etapas. En 
la primera, la quimosina del cuajo hidroliza el enlace peptídico 105-106 (Phe-Met) de la -
caseína formando la --caseína y el macropéptido, y en la segunda, la --caseína precipita 
por acción del Ca
2+ 
a temperaturas superiores a los 20° C (Lucey, 2011). 
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La mayor parte de la quimosina se pierde en el desuerado posterior a la coagulación de 
las caseínas; sin embargo parte de la enzima que queda retenida en la red proteica produce una 
actividad residual que tiene gran importancia en el desarrollo de reacciones de proteólisis 
durante la maduración y, en consecuencia, afecta a la calidad final del queso (Ferrandini et al., 
2011). 
 
Reacciones proteolíticas desarrolladas durante la maduración del queso. 
La maduración del queso comprende una serie de reacciones bioquímicas complejas 
que incluyen la fermentación de la lactosa (glicólisis), la hidrólisis de la grasa (lipólisis) y la 
degradación de las proteínas (proteólisis). Estas reacciones de degradación dan lugar a la 
formación de ciertos componentes: péptidos, aminoácidos, aminas, ácidos, tioles, tioésteres, 
ácidos grasos, metilcetonas, lactonas, ésteres, ácidos orgánicos y alcoholes (Jacob et al., 
2011), que determinan las características organolépticas propias de cada tipo de queso (Florez 
et al., 2006).  
La proteólisis primaria es la responsable de la textura blanda característica al principio 
de la obtención de la cuajada, y la proteólisis secundaria, al generar péptidos de pequeño 
tamaño y alta hidrofobicidad que son detectados por los receptores del sabor, producen la 
sensación de amargor (Tavaria et al., 2003). 
Los componentes que intervienen en la maduración del queso son: el cuajo (quimosina, 
pepsina u otras proteasas bacterianas), las enzimas endógenas de la leche (plasmina), las 
enzimas de los cultivos iniciadores, las enzimas de otros cultivos bacterianos secundarios y 
otras enzimas de bacterias resistentes al tratamiento de pasteurización de la leche o 
introducidas a la leche por recontaminaciones posteriores al tratamiento térmico. 
Los quesos como el Parmesano que poseen un grado de maduración mayor, contienen 
la mayor parte del nitrógeno total en forma soluble (nitrógeno no proteico), mientras que en 
otros quesos sometidos a un grado de maduración inferior como el de Mahón, el contenido de 
nitrógeno soluble es menor, demostrando que existe una correlación positiva entre el tiempo 
15 
 
transcurrido en la maduración del queso y el desarrollo de las reacciones de degradación de las 
caseínas (Ferrandini et al., 2011). 
Tanto en los quesos fabricados con pura leche de oveja como en aquellos fabricados 
con pura leche de vaca, las reacciones de proteólisis tienen lugar principalmente durante los 
dos primeros meses de maduración de los quesos y en todos los casos la primera proteína que 
se ve afectada por dichas reacciones es la αs1-caseína (Ramos et al., 1976). Se ha determinado 
que la degradación inicial de la αs1-caseína durante la maduración de los quesos es la causa 
principal de la modificación de la textura (ablandamiento). Por tanto, existe una correlación 
positiva entre los cambios de textura propios de la maduración de los quesos y la actividad 
enzimática de degradación de las proteínas (Addis et al., 2008). 
Addis et al. (2008) mencionan que cuando se empleaban diferentes tipos de cuajo 
comerciales con idéntica actividad coagulante en la maduración de un queso ―Cheddar‖, el 
grado de proteólisis de las αs1 y β-caseínas era distinto dependiendo del tipo de cuajo 
empleado y de la actividad residual del mismo en el queso. Sin embargo, en todos los casos, 
con independencia del cuajo utilizado, la tasa de degradación de la αs1-caseína era muy 
superior a la de la β-caseína. 
Mientras que en los quesos de oveja, la β-caseína permanece relativamente estable, en 
los quesos fabricados con pura leche de vaca esta proteína comienza a degradarse a partir del 
cuarto mes de maduración del queso. De forma análoga, otros autores han demostrado que la 
proteólisis a lo largo de la maduración de los quesos fabricados con leche de cabra afecta 
menos a la β-caseína, manteniéndose intacto el 50 % de la cantidad inicial de esta proteína a 
los 2 meses de maduración, cuando el queso ya está listo para su consumo (Carretero et al., 
1992). 
La β-caseína posee muchos enlaces peptídicos que en solución son susceptibles de ser 
hidrolizados por la acción de la quimosina y otros cuajos. Sin embargo, en el queso no se 
desarrollan estas reacciones de hidrólisis debido a los enlaces hidrofóbicos que se establecen 
entre las distintas cadenas (Fox, 1989). Además, la presencia de NaCl inhibe la hidrólisis de la 
β-caseína por acción de la quimosina, aunque incluso en los quesos que no contienen sal las 
reacciones de degradación de la β-caseína por acción de la quimosina son poco significativas. 
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Dentro de las proteínas endógenas de la leche, la plasmina no interviene de forma 
significativa en la maduración del queso, salvo en algunas variedades pues los niveles de 
plasmina del queso están directamente relacionados con el pH de la cuajada en el desuerado. A 
medida que disminuye el pH, la plasmina se disocia de las micelas de caseína eliminándose 
con el suero. La actividad de la plasmina es de 2-3 veces mayor en el queso Suizo, cuyas 
cuajadas presentan un valor de pH de 6.4 durante el desuerado, que en el queso Cheddar cuyas 
cuajadas se desueran a pH <6.3 (Johnson, 1988). 
Algunos experimentos realizados con quesos de tipo ―Gouda‖ fabricados en 
condiciones asépticas demostraron que el cuajo era el responsable de la degradación de la αs1-
caseína y de la β-caseína durante el primer mes de maduración y que las enzimas bacterianas 
de los cultivos iniciadores contribuyen posteriormente a la degradación de las proteínas y 
especialmente de la β-caseína. Cuando se fabricaron quesos sin cuajo se concluyó que los 
cultivos iniciadores podían degradar parte de la αs1 y β-caseínas después de varios meses de 
maduración siendo su actividad proteolítica muy poco significativa durante el primer mes de 
maduración de los quesos (Visser y de Groot-Mostert, 1977). 
Se ha reportado que aunque las proteasas de los cultivos iniciadores contribuyen a la 
formación de péptidos de pequeño tamaño y de algunos aminoácidos, estas enzimas no 
intervienen en la formación de péptidos de mayor tamaño. Sin embargo, los estreptococos 
producen endopeptidasas que pueden hidrolizar las caseínas intactas, especialmente la β-
caseína. Existe una proteasa de la pared celular del Streptococeus lactis capaz de hidrolizar 5 
enlaces peptídicos situados en la región hidrofóbica de la β-caseína y ya que la quimosina del 
cuajo no es capaz de hidrolizar esta molécula en el queso, es muy probable que estas proteasas 
de los cultivos iniciadores sean las responsables de dichas reacciones de hidrólisis  
En los quesos azules donde las reacciones proteolíticas son muy intensas, los mohos 
que intervienen en la maduración (Penicillium roqueforti y Penicillium caseicolum) sintetizan 
enzimas fúngicas que son las que intervienen de forma predominante en las reacciones de 




2.5 Coagulantes lácteos evaluados para la producción de queso. 
Muchas proteasas pueden inducir la coagulación de leche, pero la mayoría son 
demasiado proteolíticas o tienen la especificidad incorrecta y, por tanto, provocan una 
disminución rendimiento de queso o quesos defectuosos. Sólo seis proteasas - bovina, porcina 
y pepsina de pollo y las proteasas ácidas de Mucor miehei, M. pusillus y Endothia parasitica 
se han identificado para ser más o menos satisfactorias para algunos o todos las variedades de 
quesos (Koselkova et al., 2012). 
 
2.5.1 Coagulantes lácteos de origen microbiano 
La escasez y alto precio del tradicional cuajo de becerro ha promovido la investigación 
hacia coagulantes de leche alternativos producidos ya sea por plantas o por microorganismos 
genéticamente modificados. Varias alternativas microbianas son utilizadas para producción de 
quimosina pero estas fuentes no son recomendables para la producción de queso de calidad 
porque ellas producen un sabor amargo. Muchas de las compañías producen cuajo 
recombinante de origen bovino en diferentes hospedadores microbianos (Raposo y Domingos, 
2007).  
 
2.5.2 Coagulantes lácteos de origen vegetal 
Extractos de plantas proteolíticas tales como la higuera (Ficus carica), papaya (Carica 
papaya), piña (Ananas sativa) y semillas de aceite de ricino (Ricinus communis) coagulan la 
leche, sin embargo, su aplicación en la fabricación de queso a partir de leche bovina no ha 
tenido éxito, en gran parte, principalmente porque la mayoría se muestran excesivamente 
proteolíticas en relación con su capacidad de coagulante de leche (Raposo y Domingos, 2007). 
Con estas mismas desventajas se han investigado la semilla de Solanum dubai (Ahmed et al., 
2009), frutos de Bromelia hieronymi (Bruno et al., 2010) y de kiwi (Actinidia deliciosa) 
(Grozdanovic et al., 2013), flores de Onopordum acanthium L. Asteraceae (Brutti et al., 
2012), Raíz de gengibre (Zingiber officinale) (Hashim et al., 2011). De todos los coagulantes 
vegetales seguramente el más estudiado y utilizado es el Cardo (Cynara cardunculus) pues 
18 
 
posee una mejor capacidad coagulante aunque también proteolítica (Ordiales et al., 2012; 
Chazarra et al., 2007). 
 
2.5.3 Coagulantes lácteos de origen animal 
El principal motivo para investigar y utilizar coagulantes lácteos de origen animal 
diferentes a los cuajos naturales de becerro, cordero y cabrito es la alta demanda por el 
incremento en la producción mundial de quesos y la baja disponibilidad de rumiantes lactantes 
para sacrificar (Chazarra et al., 2007; Ferrandini et al., 2007; Hashim et al., 2011; Jacob et al., 
2011), sin lugar a dudas el coagulante de origen animal más utilizado en la producción de 
queso es el obtenido del bovino adulto el cual contiene una mayor cantidad de pepsina que de 
quimosina  (Jacob et al., 2011; Ferrandini et al., 2007), igualmente por cuestiones religiosas o 
sociales también se utilizan la pepsina de estómago de cerdo y de pollo (Koselkova et al., 
2012; Rolet et al., 2013), en ocasiones es necesario la utilización de coagulantes específicos 
para la leche en que se va a utilizar como es el caso de la leche de camella que no coagula 
adecuadamente con coagulantes de otro tipo (Boudjenah et al.,2011). 
 
2.6 El conejo 
El conejo es una especie doméstica cuyo nombre científico es Oryctolagus cuniculus, 
muchas de las especies de rápido crecimiento tales como el conejo y la rata tienen alto 
contenido de proteínas en su leche.  
La abundancia de la especie, se basa, además de su capacidad reproductora, en su 
condición de fitófago con doble digestión, asemejándose a los rumiantes. El conejo 
practica la cecotrofia, de modo que las heces blandas (cecótrofos), ricas en bacterias y 
proteínas, son reingeridas para un segundo tránsito digestivo. Estos excrementos son más 
frecuentes por las mañanas, cuando los animales se encuentran en reposo. Como otros 
lagomorfos, el conejo ha estado considerado mucho tiempo como un rumiante, con los que no 
tiene ninguna relación; ello se fundamenta en la observación del comportamiento del conejo, 
que pasa largas horas removiendo las mandíbulas de derecha a izquierda. En realidad, estos 
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movimientos no se explican por la rumia sino por la alimentación en dos tiempos. Primero, el 
conejo digiere la hierba que consumió; la celulosa es digerida por las bacterias 
Anaerobacter  a ácidos grasos volátiles que sirven de nutrientes. Resultado de ello son los 
cecotrófos, excrementos verde oliva, blandos y brillantes que el conejo toma directamente de 
la salida del ano y vuelve a ingerir (Blas y Wiseman, 2010). 
El conejo es de un ciclo productivo muy rápido, la gestación dura 31 días, pudiendo 
volver a cubrirse a las 11 días después del parto, los gazapos comienzan a consumir alimento 
sólido desde los 15 días y se destetan a los 30 días de edad, se engordan durante otro mes para 
sacrificarse de 8 a 9 semanas de edad con un peso de 1.8 a 2.0 kg dando un peso a la canal de 
1.0 a 1.1 kg (incluyendo cabeza, hígado y riñón).  
En proporción a su tamaño se puede considerar que tienen un estómago relativamente 
grande lo que hace suponer que tendrá una cantidad considerable de quimosina.  
El conejo como otros animales pequeños y de laboratorio debe ser sacrificado de acuerdo a la 
Norma oficial Mexicana NOM-033-ZOO-1995 que regula el sacrificio humanitario de los 
animales domésticos y silvestres. Dicha norma tiene como objetivo establecer los métodos de 
insensibilización y sacrificio de los animales, con el propósito de disminuir su sufrimiento, 
evitando al máximo la tensión y el miedo durante este evento. Las recomendaciones generales 
que sugiere previo al sacrificio son: 
 Durante el manejo de los animales, se deberá mantenerlos tranquilos, evitando los 
gritos, ruidos excesivos y golpes que provoquen traumatismos. 
 Los instrumentos, equipo e instalaciones para insensibilizar y sacrificar a los animales 
deben ser inspeccionados por lo menos una vez antes de su uso, para asegurar su buen 
estado. 
 Los instrumentos y equipo adecuado para el sacrificio de emergencia, deberán estar 
siempre disponibles para su uso en cualquier momento.  
 La instalación, uso y mantenimiento de los instrumentos y equipo para el sacrificio 
humanitario, deberá realizarse de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. 
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 Ninguna persona intervendrá en el manejo, insensibilización y sacrificio de los 
animales, a menos que cuente con la capacitación específica. 
 Los métodos, sustancias y aparatos de insensibilización y sacrificio mencionados en la 
presente Norma, así como los métodos, sustancias y aparatos alternativos que en un 
futuro se recomienden, solamente podrán utilizarse cuando su efectividad esté 
demostrada con estudios avalados por instituciones científicas reconocidas y además 
cuando cuenten con una patente registrada y la autorización oficial de la Secretaría. 
 Ningún animal se sacrificará por envenenamiento, ahorcamiento, ahogándolo, por 
golpes o algún otro procedimiento que cause sufrimiento o prolongue su agonía. 
Del total de la proteína de la leche de coneja y a pesar de no ser rumiante, el 70 % 




Cuadro 2. Composición de la leche de coneja  





Solidos totales 26.4 







Actualmente debido a la gran demanda de cuajo natural, así como a un menor número 
de becerros lactantes enviados a rastros, la producción de esta enzima se ha visto disminuida 
(Jacob et al., 2011). 
Debido a la necesidad de contar con otras fuentes de enzimas de origen animal para la 
industrialización de la leche en queso, además del tradicional cuajo obtenido del estómago de 
becerros lactantes se han utilizado enzimas gástricas de especies no rumiantes como el pollo y 
el cerdo (Koselkova et al., 2012). 
El gazapo consume únicamente leche los primeros 15 días de vida, edad a la que sale 
del nido y comienza a consumir alimento sólido, se desteta a las 4 o 5 semanas de edad y su 
engorda termina a las 8 o 9 semanas, edad en que se sacrifica con un peso de 1.8 a 2.0 kg por 
lo que se presume que en su estómago, que actualmente se desecha, se encuentra una 
considerable cantidad de proteasa que sea capaz de coagular la leche de rumiantes permitiendo 
al queso madurado conservar las mismas características que los elaborados con cuajo de 
becerro. 
Con un inventario de 15 mil vientres para producción de carne de conejo y con una 
producción cercana a las 700 toneladas de carne, anuales, el Estado de México ocupa el primer 
lugar a nivel nacional en producción cunícola (SAGARPA Boletín 009/2011). Por lo que la 
evaluación del uso de los estómagos de conejo para la obtención de quimosina se plantea 
como un proyecto sustentable. Se espera que los resultados del presente trabajo contribuyan a: 
Obtener una enzima de origen animal que permita cubrir parte de la demanda de cuajo natural 
para la producción de quesos madurados y dar un valor adicional a la producción cunícola 
aprovechando una parte de las vísceras no comestibles (estómago) de los conejos de engorda 
sacrificados a los 60 días utilizándolo para la obtención de una enzima que pueda procesarse a 





A partir de estómagos de conejos de engorda se puede obtener un extracto capaz de 
coagular la caseína de leches de rumiantes para elaborar quesos madurados que tengan 
características fisicoquímicas, microbiológicas y sensoriales similares a los quesos elaborados 





5.1 Objetivo general 
Determinar las propiedades coagulantes de estómagos de conejos de engorda en leche 
de vaca y evaluar las características fisicoquímicas, microbiológicas y sensoriales de quesos 
madurados elaborados con extractos enzimáticos de estos estómagos. 
 
5.2 Objetivos específicos 
1. Determinar la capacidad coagulante en leche de los extractos obtenidos de estómago de 
conejo. 
2. Diseñar un procedimiento eficiente para la obtención de extractos coagulantes de leche 
a partir de estómagos de conejo. 
3. Comparar las características sensoriales de los quesos madurados (tipo Manchego) 
elaborados con enzimas coagulantes de estómago de conejo, cuajo microbiano y cuajo 
natural (becerro). 
4. Evaluar las características físico-químicas de los quesos madurados elaborados con los 
tres tipos de cuajo. 
5. Determinar la calidad microbiológica del cuajo de conejo y los quesos madurados 




6 Materiales y Métodos  
6.1 Obtención de material biológico 
Se obtuvieron 100 estómagos de conejos de razas productoras de carne (California, 
Nueva Zelanda Chinchilla y cruzas de estas), sacrificados en el taller de carnes de la FES-
Cuautitlán de la Universidad Nacional Autónoma de México siguiendo el procedimiento 
indicado en la NOM-033-ZOO-1995.  
Los estómagos fueron procesados retirando la grasa perivisceral y el bazo así como el 
remanente de esófago y la porción pilórica con el resto del duodeno, posteriormente se eliminó 
el contenido estomacal. Se invirtieron exponiendo la mucosa gástrica y se enjuagaron con 
agua potable, dejándolos escurrir durante 30 minutos. Todos los estómagos se insuflaron, 20 
fueron sumergidos en una solución de salmuera saturada, 20 fueron saturados con NaCl en la 
superficie y 60 se secaron sin NaCl. El secado se realizó a la sombra durante dos días, una vez 
secos se molieron a un tamaño de partícula de 25 µm.  
 
6.2 Extractos enzimáticos 
Los extractos se elaboraron en un volumen de 100 mL añadiendo un gramo de 
estómago en agua acidificada (con ácido acético) a un pH de 4.0. La evaluación de la 
capacidad coagulante se realizó en dos etapas, en la primera estudiando el efecto del NaCl en 
el secado considerando los estómagos sumergidos en salmuera y los saturados. Los que se 
secaron sin NaCl se dividieron en tres lotes (20 se emplearon sin NaCl, a 20 se les agregó el 
0.3 % de NaCl en la solución de extracción y a los otros 20 se les agregó el 1 %). Estos 
extractos fueron evaluados a los 2 y 10 días con la finalidad de determinar el efecto del 
almacenamiento en la fuerza de cuajado. En la segunda etapa se emplearon estómagos secos 
sin NaCl para evaluar el efecto combinado del NaCl (0, 1, 2, 3, 4 y 5 %) y el etanol (0, 1, 2, 3, 
4 y 5 %), y se evaluaron a los 4, 8, 12 y 16 días.  
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6.3 Fuerza de cuajado 
Se expresó en unidades Soxhlet, (Andren, 2011) que se definió como el número de 
volúmenes de leche fresca que puede ser coagulada, por cada unidad de volumen de un cuajo 
en 40 minutos a 35º C (Chazarra, et al., 2007). Para su determinación se empleó la fórmula 
propuesta por Spreer et al. (1998): 
𝐹𝑐 =
𝑉𝑙 𝑋 100 𝑋 2,400𝑠
𝑉𝑐 𝑋 𝑡
 
Donde 𝐹𝑐  = fuerza del cuajo; 𝑉𝑙  = volumen de leche; 100 = dilución de 1g de 
estómago aforado en un volumen de 100 mL de agua acidificada; 2400 s = 40 minutos; 𝑉𝑐 = 
cantidad de cuajo; 𝑡 = tiempo de cuajado.  
Para realizar esta prueba se agregaron 10 mL del extracto enzimático a 100 mL de 
leche, el tiempo de cuajado se midió con un cronómetro desde que se agregó el extracto 
enzimático hasta que la cuajada fue capaz de sostener verticalmente una pajilla. Se tomó como 
factor de exclusión el tiempo considerando que la muestra no tuvo efecto cuando no coagulaba 
en 40 minutos. La leche empleada fue pasteurizada a 63º C durante 30 minutos con una acidez 
de 20º Dornic (pH = 6.4, utilizando cultivo láctico presembrado) y se le agregaron 2 mL de 
cloruro de calcio al 50 % por cada 10 litros de leche. 
 
6.4 Determinación de proteínas 
La concentración de proteína se determinó utilizando el reactivo de Bradford (Bradford 
Reagent, Sigma-Aldrich Co), de acuerdo al método de Bradford (1976), midiendo el 
incremento de absorbancia a 595 nm, en un espectrofotómetro Génesis 10 UV-VIS marca 
THERMO©. La concentración de proteína se calculó por interpolación en una curva estándar 
de 0 a 30 µg/mL de ovoalbúmina (2 mg/mL) en una solución de cloruro de sodio al 0.9 %. 
Para el análisis de las muestras se utilizaron 35 µL de la solución a analizar, 715 µL de la 
solución de cloruro de sodio y 750 µL del reactivo de Bradford. Los resultados fueron 
expresados como µg de proteína/mL de extracto de estómago. 
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6.5 Actividad enzimática 
Para el análisis de la actividad proteolítica se adaptó la metodología reportada por 
Corzo et al. (2011). Se agregaron a un tubo de ensaye 500 µL de sustrato (caseína al 1 % en 
solución amortiguadora de fosfato de sodio monobásico y dibásico 0.1 M a pH 6) y 50 µL de 
extracto enzimático, se agitaron y se incubaron en un baño María a 35º C durante 30 minutos, 
la reacción se detuvo agregando 1 mL de ácido tricloroacético (TCA) al 5%. Los tubos se 
dejaron reposar durante 20 minutos, posteriormente se centrifugaron (30 minutos a 3000 rpm a 
4º C). El análisis se realizó en un espectrofotómetro Génesis 10 UV-VIS marca THERMO© a 
280 nm. El testigo se preparó colocando en un tubo de ensaye 500 µL de sustrato y un mL de 
TCA. Las muestras se analizaron por triplicado y se expresaron como Unidades de Actividad 
Enzimática (UAE) (aumento en la absorbancia de 0.001 por mg de proteína por minuto). 
 
6.6 Materia prima 
Se utilizó leche fresca de vaca procedente del módulo de producción de bovinos de 
leche de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán de la Universidad Nacional Autónoma 
de México. La leche recién ordeñada se enfrió a 4º C transportándose en esas condiciones 
hasta el taller de lácteos del Centro Universitario UAEM Amecameca de la Universidad 
Autónoma del Estado de México donde se mantuvo en refrigeración a 4º C hasta el momento 
de su utilización en que pasteurizó en forma lenta a 63º C durante 30 minutos para después 
entibiarse a 35º C para agregar los cultivos lácticos, el cloruro de calcio, el cloruro de sodio y 
luego ser dividida en los tres lotes para agregar la cantidad necesaria de cuajo para que 
coagule en 30 minutos. 
 
6.7 Cultivos lácticos 
Para los quesos madurados se utilizó cultivo mesófilo acidificante de la marca Danisco 
MA-11 de 25 unidades de cultivo Danisco (DCU) conteniendo cepas de Lactococcus lactis 
subsp. Lactis y Lactococcus lactis subsp. Cremoris y un sobre de cultivo termófilo MY-495 de 
100 DCU conteniendo cepas de Lactobacillus bulgaricus y Streptococus termophilus, 
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presembrados en leche pasteurizada para agregar a la leche de proceso hasta que ajuste la 
acidez a 20º Dornic.  
 
6.8 Elaboración de queso 
Se elaboraron por triplicado 3 lotes de cada variedad de queso utilizando los diferentes 
tipos de cuajo a comparar, las elaboraciones se realizaron simultáneamente con la misma leche 
y sus características de acidez, temperatura, cantidad de insumos (cloruro de calcio 2 mL/10 
litros de leche, colorante 0.5 mL/10 L, sal 80 g/10 L) utilizando para cada lote un cuajo de 
becerro marca Alcatraz
 ® 
potencia 1:10,000 un coagulante microbiano marca Hansen
®
 
potencia 1:10,000 y un coagulante de estómago de conejo potencia 1:3,000 utilizando las 
cantidades necesarias para obtener la coagulación en un periodo de 30 min.  
 
6.9 Análisis fisicoquímico 
6.9.1 Materia seca 
Se empleó el método de la AOAC que indica que se deben pesar 1.5 gramos de 
muestra en una cápsula de aluminio a peso constante. Se trituró cuidadosamente la muestra de 
queso con ayuda de la varilla de vidrio. Posteriormente, la capsula se llevó a una estufa a 105-
110º C hasta peso constante.  
 
6.9.2 Materia grasa (método Soxhlet) 
Se pesaron en una balanza analítica dos cartuchos con algodón limpio y seco (secado 
en la estufa a 100º C durante una hora anotando el peso exacto. Se depositó dentro del 
cartucho aproximadamente10 g de muestra seca, se tapó con el algodón, se pesó anotando el 
peso exacto. El cartucho se colocó que dentro del extractor. Se añadió suficiente éter de 
petróleo y se inició el calentamiento hasta obtener un goteo continuo (2 a 3 gotas por 
segundo). Se continuó el calentamiento hasta que la extracción fue completa. Terminada la 
extracción se procedió a enfriar. 
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El cartucho se secó a temperatura ambiente durante 5 min y posteriormente se colocó 
en la estufa a 100º C durante una hora. Se colocó en el desecador y hasta que alcanzo la 
temperatura ambiente. Se pesó y anotó el peso exacto. Se determinó el porcentaje de grasa en 
las muestras aplicando las siguientes fórmulas:  
% 𝑑𝑒 𝑔𝑟𝑎𝑠𝑎 𝑐𝑟𝑢𝑑𝑎 =
 𝐶 + 𝑀𝑖 −  𝐶 + 𝑀𝑔 × 100
 𝐶 + 𝑀𝑖 
 
Donde  C = peso del cartucho, (C+Mg)= peso del cartucho con la muestra desengrasada y 
(C+Mi)= peso del cartucho con la muestra sin desengrasar. 
 
6.10 Proteína total 
Se colocó un gramo de queso en un tubo Kjeldahl, se añadieron 7.5 g de catalizador y 
10 mL de ácido sulfúrico concentrado. Posteriormente se calentaron a 350º C (mineralizando 
la muestra). Cuando el líquido queda transparente se da por finalizada la digestión. A los tubos 
Kjeldahl una vez fríos se les añadió 25 mL de agua destilada y se les sometió a una destilación 
por arrastre de vapor, añadiéndoles una solución de NaOH al 40 % hasta alcanzar un pH>9 
(aproximadamente 35 ml), mediante este procedimiento el nitrógeno presente en la muestra se 
transforma en amoniaco que es arrastrado por destilación. El destilado se recoge en un matraz 
Erlenmeyer con 25 ml de ácido bórico al 4 % y unas gotas del indicador verde de bromocresol. 
El amoniaco destilado se valoró con HCl 0.1 N hasta que el indicador tornaba a amarillo oro  
 
Cálculos: 
% 𝑁𝑖𝑡𝑟ó𝑔𝑒𝑛𝑜 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 (𝑁𝑇) =
  𝐴 − 𝐵 × 14 × 𝑁 
𝑃 × 10
 
Donde A= ml de HCl gastados en la muestra; P=peso de la muestra; B=ml de HCl gastados en 




% 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 = %𝑁𝑇 × 6.38 
Donde 6.38 = factor representativo de la proteína. La determinación del contenido de proteína 
en las muestras de leche se realizó con el analizador milko scan 
 
6.11 Acidez  
El grado de acidez de la leche se evalúo por el método Dornic. Se tomaron 9 mL de 
leche en un vaso de precipitado y se le añadieron de 2 a 3 gotas de fenolftaleína al 2 % en 
solución alcohólica. Se realizó una titulación con NaOH al 0.1 N hasta que el contenido del 
vaso de precipitado adquirió un color rosa pálido persistente al menos durante 10 segundos. 
Los mililitros de la solución de NaOH 0.1 N utilizados en la titulación multiplicados por 10 
indican los grados Dornic. El porcentaje de ácido láctico en la muestra se obtiene dividiendo 
los mL de NaOH 0.1 N entre diez. 
 
6.12 Análisis microbiológico 
6.12.1 Mesófilos aerobios  
Se determinaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994, 
bienes y servicios. Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa. 
 
6.12.2 Coliformes fecales 
Se determinaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-112-SSA1-1994 
Bienes y servicios. Determinación de bacterias coliformes. Técnica del número más probable. 
 
6.12.3 Staphylococcus aureus 
Se realizaron las determinaciones de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-115-





Se determinaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-114-SSA1-1994 
Bienes y servicios. Método para la determinación de Salmonella en alimentos. 
 
6.13 Análisis sensorial 
Para llevar a cabo el análisis sensorial se realizó una prueba hedónica de aceptación por 
consumidores, utilizando un panel compuesto por 50 jueces no entrenados quienes evaluaron 
los quesos elaborados con tres tipos de coagulantes mediante encuestas aplicadas a los 30, 60 
y 90 días de maduración, considerando una escala de 7 niveles.  
 
6.14 Análisis estadístico 
Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de una vía, aplicándose posteriormente una 
prueba de Tuckey con un nivel de significancia del 95 % para la comparación entre medias. El 





De la presente investigación se obtuvieron cinco productos los cuales se reseñan a 
continuación:  
7.1. Capítulo de libro. Participación en el libro titulado ¨Contribución de la producción 
animal en pequeña escala al desarrollo rural¨ editado en 2014 por la Universidad Autónoma 
del Estado de México y Editorial Reverte (España) con registro ISBN 978-607-7815-15-0 
compilado por Carlos Manuel Arriaga Jordán y Juan Pablo Anaya Ortega, En este libro se 
presentan diferentes aspectos de la producción animal en pequeña escala enfatizando su 
contribución al desarrollo rural y está basado en experiencias derivadas de la investigación 
agropecuaria. El capítulo 3 titulado ¨Calidad de la leche en los sistemas de producción en 
pequeña escala en la zona suroriente del estado de México¨ analiza los factores que influyen 
en la calidad de la leche y se evalúa considerando las disposiciones legales al respecto así 
como los problemas con que se encuentran los sistemas de producción de leche en pequeña 
escala en la región tratando de plantear posible opciones de solución- 
7.2. Primer artículo enviado. En este trabajo enviado a la revista Agrociencias del Colegio 
de Posgraduados de Chapingo, se evaluó la actividad proteolítica y coagulante en leche del 
extracto de estómago de conejos de engorda (Oryctolagus cuniculus), para conocer su uso 
potencial como cuajo en la elaboración de queso, se estudiaron los efectos de la concentración 
de sal, etanol y tiempo de extracción en la fuerza de cuajado de los extractos enzimáticos. Se 
encontró que los estómagos de conejo pueden ser utilizados como fuente alternativa de 
coagulantes lacteos de origen animal. 
7.3. Segundo artículo enviado. Este trabajo tuvo como objetivo determinar si el estómago de 
conejo puede ser utilizado como fuente alterna de enzimas de origen animal coagulantes de 
leche, se evaluaron las características sensoriales, microbiológicas y fisicoquímicas de quesos 
madurados elaborados con cuajo microbiano, de becerro y de conejo no encontrando 
diferencias significativas (P<0.5) para características sensoriales y fisicoquímicas y solo hubo 
diferencias en las características microbiológicas que pueden ser corregidas durante el proceso 
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de obtención de estómagos deshidratados y de extracción de enzimas lo que permite que el 
estómago de conejo pueda ser utilizado para la elaboración de quesos madurados. 
7.4. Patente en revisión. Cuajo líquido de estómago de conejo. En este trabajo se presenta la 
revisión a nivel nacional y mundial de los preparados que pueden cuajar la leche y el método 
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Debido al incremento en la producción mundial de queso el suministro de cuajo ha disminuido 
a causa de la limitada disponibilidad de estómagos de becerros, lo que ha hecho necesaria la 
búsqueda de sustitutos. Una opción poco explorada para dar solución a esta demanda son los 
animales no rumiantes, en los cuales el estómago no es empleado para la alimentación 
humana. Razón por lo cual la identificación de la actividad proteolítica y coagulante de estos 
permitiría explorar el desarrollo de extractos coagulantes similares a los cuajos que cuajos 
tradicionales. Por lo anterior se evaluó la actividad proteolítica y coagulante en leche del 
extracto de estómago de conejos de engorda (Oryctolagus cuniculus), para conocer su uso 
potencial como cuajo en la elaboración de queso. Los estómagos se insuflaron para secarlos y 
se sometieron a cinco tratamientos de salado. Los efectos de la concentración de NaCl en 
combinación con etanol y tiempo de extracción en solución de agua acidificada a pH 4 fueron 
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evaluados. El diseño experimental fue un Factorial 5 X 6 X 4 donde se establecieron cinco 
niveles de sal, seis niveles de etanol y 4 periodos de tiempo, en el caso de encontrarse 
diferencias estadísticas significativas se empleó una prueba de Tukey con una significancia de 
0.05. La fuerza de cuajado se calculó utilizando leche entera a 20° Dornic de acidez y 35 °C. 
La concentración de etanol no mostró efecto en la potencia del cuajado. Los resultados 
mejores se obtuvieron con 1 a 5 % de NaCl y fueron significativamente diferentes a los 
obtenidos sin sal, pues no coagularon. El estómago de conejo, actualmente víscera de desecho, 
se puede utilizar como coagulante. En promedio, un estómago puede coagular más de 100 
litros de leche. 
 
Palabras Clave: cuajo artesanal, estómagos de conejo, Oryctolagus cuniculus, enzimas 





     La quimosina o renina es un aspartato-proteasa que se produce en el abomaso (estómago) 
de becerros, cabritos y corderos lactantes (Addis et al., 2008). Esta enzima hidroliza la κ-
caseína dando como resultado la agregación y la coagulación de las micelas de caseína 
desestabilizadas. Durante la coagulación de las caseínas se forma un gel, a modo de matriz, 
que atrapa o retiene la grasa, el agua y algunos componentes solubles de la leche, proceso al 
que se conoce como gelificación (Ordiales et al., 2012). Las enzimas lipolíticas presentes 
afectan a las grasas, lo que da buen sabor a los quesos madurados (Moatsou et al., 2004; 
Florez et al., 2006). La calidad del cuajo se asocia a la potencia o fuerza de cuajado y ésta 
disminuye durante el almacenamiento. En tres meses se reduce 16 % su potencia biológica, y 
26 % a los 6 meses (Kozelkova et al., 2012).  
     Kumar et al. (2006) documentaron que la actividad coagulante disminuye 
proporcionalmente con el incremento de la temperatura. La actividad máxima ocurre a los 30 
ºC, mientras que a 65º C cesa totalmente. La quimosina presenta su máxima actividad en un 
pH de 5.5. A partir de pH 5.8, la actividad declina y no se observa actividad a pH 8.0 (Kumar 
et al., 2006).  
     El cuajo se puede producir de manera industrial, artesanal en forma líquida (Moschopoulou 
et al., 2007) o en pasta (Addis et al., 2008). Una desventaja de los cuajos artesanales hasta 
ahora es la calidad microbiológica; por lo que se ha tratado de asegurar la inocuidad de los 
mismos agregando sustancias que no afecten la capacidad coagulante, como el ácido bórico 
(Florez et al., 2006), NaCl (Moschopoulou, 2011), el etanol (O’Connell et al., 2006) o por 
manipulación del pH (Tripaldi et al., 2012).  
     En décadas recientes, la dificultad de encontrar en el comercio cuajos naturales ha 
propiciado que las industrias queseras recurran al empleo de coagulantes lácteos comerciales 
de origen microbiano, vegetal o de otras especies no rumiantes (Jacob et al., 2011). El 
coagulante de origen microbiano contiene solo uno de los tipos de quimosina conocidos (A o 
52 
 
B) y otros tipos de quimosina que no existen en el cuajo natural, pero carecen de lipasas 
gástricas. Por su parte, el coagulante de origen vegetal presenta baja actividad, contiene 
principalmente enzimas con alta actividad proteolítica y carece de lipasas (Ordiales et al., 
2012). Dentro de las especies no rumiantes empleadas con este propósito se encuentran las 
enzimas gástricas del pollo (Rolet et al., 2013), conejo y el cerdo (Wahba y El–Abbassy, 
1981). El conejo, a pesar de no ser rumiante, contiene 12.3 % de proteína en su leche, de la 
cual el 70 % es caseína (Szendrő y Luzi, 2006), por lo que se sugiere que el estómago de 
conejo produce una proteasa similar al cuajo natural, además de contar con lipasas gástricas. 
El objetivo del presente estudio fue evaluar la capacidad coagulante de un extracto de 
estómago de conejo en la leche de vaca, con la intención de generar una alternativa para cubrir 
las deficiencias en la disponibilidad de cuajo procedente de abomasos de becerros para la 
elaboración de quesos.  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Obtención de material biológico 
     Se obtuvieron 100 estómagos de conejos de razas productoras de carne (California, Nueva 
Zelanda Chinchilla y cruzas de estas), de 8 a 9 semanas de edad, de ambos sexos y peso 
aproximado entre 2 y 2.3 kg. Los conejos fueron sacrificados siguiendo el procedimiento 
indicado en la NOM-033-ZOO-1995, en el taller de carnes de la FES-Cuautitlán de la 
Universidad Nacional Autónoma de México.  
     Los estómagos se procesaron retirando la grasa perivisceral, el bazo, el remanente de 
esófago y la porción pilórica con el resto del duodeno. Posteriormente, se eliminó el contenido 
estomacal. Se invirtieron los estómagos exponiendo la mucosa gástrica y se enjuagaron con 
agua potable, dejándolos escurrir durante 30 min. Todos los estómagos se insuflaron: 20 de 
ellos se sumergieron en una solución de salmuera saturada, 20 se saturaron con NaCl en la 
superficie, y 60 se secaron sin NaCl. El secado se realizó a la sombra durante dos días, una vez 




     Los extractos se elaboraron en un volumen de 100 mL añadiendo un gramo de estómago en 
agua acidificada (con ácido acético) a un pH de 4.0. La evaluación de la capacidad coagulante 
se realizó en dos etapas. En la primera se estudió el efecto del NaCl en el secado considerando 
los estómagos sumergidos en salmuera y los saturados. Los que se secaron sin NaCl se 
dividieron en tres lotes: 20 se emplearon sin NaCl, a 20 se les agregó el 0.3 % de NaCl en la 
solución de extracción, y a 20 se les agregó el 1 % de NaCl. Estos extractos se evaluaron a los 
2 y 10 días con la finalidad de determinar el efecto del almacenamiento en la fuerza de 
cuajado. En la segunda etapa se emplearon los estómagos secos sin NaCl para evaluar el 
efecto combinado del NaCl (0, 1, 2, 3, 4 y 5 %) y el etanol (0, 1, 2, 3, 4 y 5 %), y se evaluaron 
a los 4, 8, 12 y 16 días.  
Fuerza de cuajado 
     Se definió como el número de volúmenes de leche coagulada, por cada volumen de cuajo 
en 40 minutos a 35 ºC (Chazarra, et al., 2007). Para su determinación se empleó la fórmula 
propuesta por Spreer et al. (1998): 
𝐹𝑐 =
𝑉𝑙 𝑋 100 𝑋 2,400𝑠
𝑉𝑐 𝑋 𝑡
 
donde 𝐹𝑐 = fuerza del cuajo; 𝑉𝑙 = volumen de leche; 100 = dilución de un gramo de estómago 
aforado en un volumen de 100 mL de agua acidificada; 2400 s = 40 minutos; 𝑉𝑐 = cantidad de 
cuajo; 𝑡 = tiempo de cuajado.  
     Para realizar esta evaluación, se agregaron 10 mL del extracto enzimático a 100 mL de 
leche. El tiempo de cuajado se midió con un cronómetro a partir de que se agregó el extracto 
enzimático, hasta que la cuajada fue capaz de sostener verticalmente una pajilla. Se tomó 
como factor de exclusión el tiempo considerando que la muestra no tuvo efecto cuando no 
coagulaba en 40 min. Se empleó leche pasteurizada a 63 ºC durante 30 min con una acidez de 
20º Dornic (pH = 6.4, utilizando cultivo láctico presembrado) y se le agregaron 2 mL de 
cloruro de calcio al 50 % por cada 10 litros de leche. 
54 
 
Determinación de proteínas 
     La concentración de proteína se determinó utilizando el reactivo de Bradford (Bradford 
Reagent, Sigma-Aldrich Co), de acuerdo al método de Bradford (1976). Se midió el 
incremento de absorbancia a 595 nm, en un espectrofotómetro Génesis 10 UV-VIS marca 
THERMO©. La concentración de proteína se calculó por interpolación en una curva estándar 
de 0 a 30 µg mL
-1
 de ovoalbúmina (2 mg mL
-1
) en una solución de cloruro de sodio al 0.9 %. 
Para el análisis de las muestras se utilizaron 35 µL de la solución a analizar, 715 µl de la 
solución de NaCl y 750 µL del reactivo de Bradford. Los resultados se expresaron en µg de 
proteína mL
-1
 de extracto de estómago. 
 
Actividad enzimática 
     Para el análisis de la actividad proteolítica se adaptó la metodología de Corzo et al. (2012). 
Se agregaron a un tubo de ensaye 500 µL de sustrato (caseína al 1 % en solución 
amortiguadora de fosfato de sodio monobásico y dibásico 0.1 M a pH 6) y 50 µl de extracto 
enzimático, se agitaron durante 30 segundos y se incubaron en un baño María a 35 ºC durante 
30 minutos. La reacción se detuvo agregando 1 mL de ácido tricloroacético (TCA) al 5 %. Los 
tubos se dejaron reposar durante 20 min. Posteriormente, se centrifugaron (30 minutos a 3000 
rpm a 4 ºC). El análisis se realizó en un espectrofotómetro Génesis 10 UV-VIS marca 
THERMO© a 280 nm. El testigo se preparó colocando en un tubo de ensaye 500 µl de 
sustrato y un mL de TCA. Las muestras se analizaron por triplicado y se expresaron como 
Unidades de Actividad Enzimática (UAE) (aumento en la absorbancia de 0.001 por mg de 
proteína por minuto).  
 
Diseño experimental y análisis estadístico 
     Para analizar el efecto del NaCl en el secado y el tiempo de extracción enzimática se 
empleó un modelo en bloques completamente al azar realizando un análisis de varianza 
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(ANOVA) de una vía (p<0.05) y una comparación de promedios empleando la prueba de 
Tukey con el paquete estadístico SAS 9.0 (Steel et al., 1997), se establecieron tres 
tratamientos (Sin NaCl, solución al 0.3% y al 1% de NaCl) y se consideró como factor de 
bloqueo los días de extracción (2 y 10 días).  
Para determinar el efecto combinado del NaCl y el etanol se utilizó un modelo Factorial 5 X 6 
X 4, donde se establecieron cinco niveles de inclusión de NaCl (1, 2, 3, 4 y 5%), seis niveles 
de etanol (0, 1, 2, 3, 4 y 5) y cuatro días de aplicación (4, 8, 12 y 16 días), de encontrarse 
diferencias significativas se empleó la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0.05 
 
RESULTADOS Y DISCUSION 
     El peso promedio de los estómagos secos fue 3.37 ± 0.58 g, el de los sumergidos en 
salmuera fue 4.54 ± 1.13 g y los saturados con NaCl en la superficie fue 9.55 ± 1.41 g. El peso 
mayor debido a la retención de NaCl tuvo que considerarse para la elaboración de los 
extractos. 
Efecto del NaCl en el secado sobre la fuerza de cuajado 
     Se observó diferencia estadística significativa entre los extractos de los estómagos secados 
con NaCl y el secado sin NaCl en la actividad coagulante, el extracto sin NaCl no coaguló en 
ninguno de los tiempos de extracción. El extracto elaborado con estómagos sumergidos en 
salmuera coaguló a los dos días en 606 s y a los diez días en 731 s, aunque el tiempo de 
extracción no fue estadísticamente significativo. Las soluciones preparadas con los estómagos 
saturados en NaCl mostraron los menores tiempos de cuajado y no hubo diferencia 
significativa entre los 2 (351 s) y 10 (252 s) días de extracción. Estos resultados sugieren que 
una mayor concentración de NaCl incrementa la actividad coagulante.  
     Dado que para la medición de la fuerza de cuajado se emplea el tiempo de cuajado, los 
resultados mostraron el mismo comportamiento, y se encontró diferencia estadística 
significativa entre tratamientos y no en el tiempo de almacenamiento. Para las Unidades de 
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Actividad Enzimática se encontró diferencia estadística significativa entre tratamientos, 
observándose que los que no tuvieron efecto de cuajado mostraron los valores más elevados, 
esta diferencia puede  atribuirse a una inhibición de la actividad proteolítica por efecto del 
NaCl (Cuadro 1).  
Cuadro 1. Efecto del NaCl sobre el secado de estómagos por insuflación. 
 Sin NaCl  Salmuera Saturado 
Días de extracción 2 10  2 10 2 10 
Fuerza de cuajado 
(L de leche 
coagulados por g 
de estómago) 





1,393 b  985 a 1,067 a 915 a
 
846 a 
UAE: Unidades de Actividad Enzimática. Letras diferentes en las filas representan 
diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).  
 
     En lo referente al método de secado y salado, Moschopoulou et al. (2007) mencionaron que 
los cuajos elaborados de estómagos de cordero secados al aire y salados, mantienen por un 
periodo más largo la actividad coagulante que aquellos elaborados con estómagos frescos y 
salados. Calvo et al. (2007) indican que el contenido de NaCl y el método de salado afectan la 
velocidad de la proteólisis, ya que se ha observado que las concentraciones elevadas de NaCl 
se relacionan con un retraso en la proteólisis.  
 
Efecto del NaCl en la elaboración de los extractos sobre la fuerza de cuajado 
     Los extractos de estómagos a los que se les adicionó 0.3 % de NaCl no mostraron 
diferencia estadística significativa en los tiempos de coagulación a los dos días (624 s) y a los 
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diez días (472 s) de almacenamiento. Los extractos a los que se les agregó 1 % mostraron un 
menor tiempo de cuajado a los diez días (135 s) en comparación a los dos días (343 s). Los 
resultados de fuerza de cuajado indican que la adición de 1 % de NaCl mejora la capacidad 
coagulante (Cuadro 2). El comportamiento de la actividad enzimática de estos tratamientos 
corroboró el hecho del efecto de la concentración de NaCl en la disminución de la actividad 
proteolítica y el aumento de la actividad coagulante. 
Cuadro 2. Efecto de la adición de NaCl en la solución de extracción.  
 Sin NaCl  Extractos al 0.3 % Extractos al 1 % 
Días de extracción 2 10  2 10 2 10 
Fuerza de cuajado 
(L de leche 









1,393 b  876 a 724 a 415 a
 
369 a 
UAE: Unidades de Actividad Enzimática. Letras diferentes en las filas representan 
diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).  
 
     El efecto del NaCl sobre la disminución de la actividad proteolítica en todos los 
tratamientos puede explicarse dado que el NaCl promueve la disociación del calcio y fosfatos 
de las micelas de caseína a la solución, afectando el estado coloidal de la leche y produce 
interacciones electrostáticas con los residuos de aminoácidos cargados, que en general se 
considera que estabilizan el plegamiento original de la molécula cuando se encuentra en 
concentraciones menores al 5.8 % (1 M) (Chazarra et al., 2007). El efecto del NaCl en los 
cuajos y coagulantes lácteos la documentó Moschopoulou (2011) quien mencionó que los 
cuajos de cordero cuando se preparan sin NaCl pierden significativamente su actividad 
coagulante después de cuatro meses de almacenamiento, Chazarra et al. (2007) documentaron 
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que el NaCl afecta la actividad coagulante de cuajos vegetales. Por el contrario, Bustamante et 
al. (2000) mencionaron que la cantidad de NaCl añadida en la elaboración de cuajos de 
cordero no afecta la actividad coagulante o su estabilidad. Por otra parte se observó que el 
NaCl favorece la actividad coagulante. Este resultado concuerda con lo indicado por 
Bustamante et al. (2000) quienes observaron un incremento durante las primeras 3 a 4 
semanas de almacenamiento empleando 0.57 y 1.25 % de NaCl en extractos que 
permanecieron estables durante un año. 
 
Efecto combinado del NaCl y el etanol sobre la fuerza de cuajado 
     Los extractos sin NaCl no presentaron actividad coagulante por lo que fueron 
significativamente diferentes (p<0.05) al resto de los tratamientos (Cuadro 3). Los extractos 
que no contenían etanol tuvieron actividad coagulante y no mostraron diferencia significativa 
con el resto de los tratamientos. El tiempo de almacenamiento no tuvo efecto significativo en 
los tratamientos. 
 
Efecto combinado del NaCl y el etanol sobre la actividad enzimática 
     El extracto enzimático que no contenía NaCl, ni etanol presentó diferencia estadística 
significativa (p<0.05) con el resto de los tratamientos y los valores más elevados de actividad 
enzimática, excepto con los tratamientos que no contenían NaCl (Cuadro 4). No se observó 
diferencia estadística significativa (p<0.05) entre la combinación de NaCl y etanol en los 




Cuadro 3. Efecto combinado del NaCl y el etanol sobre la fuerza de cuajado (L de leche 
coagulados por g de estómago).  






4 8 12 16 
1 
0  7.34 c 13.07 b 10.67 bc 18.32 a 
1  8.73 bc 12.98 b 7.31 bc 15.93 a 
2  11.18 abc 15.73 b 8.29 bc 17.26 a 
3  8.46 bc 11.99 b 5.15 c 11.93 a 
4  13.85 abc 17.50 b 7.84 bc 18.12 a 
5  14.12 abc 17.51 b 8.76 bc 19.99 a 
2 
0  18.09 abc 31.58 ab 20.28 ab 26.59 a 
1  20.96 abc 33.12 ab 26.56 a 34.17 a 
2  19.46 abc 49.93 a 19.60 abc 36.96 a 
3  21.85 ab 32.23 ab 19.85 ab 41.39 a 
4  20.67 abc 24.09 ab 18.22 abc 32.30 a 
5  19.24 abc 27.75 ab 18.39 abc 38.85 a 
3 
0  21.43 ab 37.24 ab 19.20 abc 38.34 a 
1  21.69 ab 27.77 ab 20.89 ab 42.43 a 
2  21.34 ab 26.52 ab 19.93 ab 29.10 a 
3  18.47 abc 27.13 ab 18.80 abc 31.85 a 
4  18.98 abc 28.98 ab 18.40 abc 40.53 a 
5  18.34 abc 27.86 ab 16.43 abc 38.49 a 
4 0  17.98 abc 23.85 ab 15.31 abc 30.78 a 
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1  14.18 abc 17.50 b 11.07 bc 27.50 a 
2  15.95 abc 30.48 ab 14.66 abc 44.93 a 
3  18.45 abc 23.57 ab 11.16 bc 33.03 a 
4  17.84 abc 24.01 ab 9.73 bc 51.77 a 
5  19.13 abc 22.88 ab 12.63 abc 34.93 a 
5 
0  17.87 abc 22.42 ab 13.77 abc 37.12 a 
1  24.04 a 22.14 ab 14.24 abc 35.27 a 
2  19.38 abc 21.55 ab 11.85 bc 32.02 a 
3  20.14 abc 19.86 b 13.12 abc 32.33 a 
4  19.61 abc 21.65 ab 12.12 abc 32.28 a 
5  20.43 abc 21.41 ab 11.56 bc 26.78 a 
EE    2,396 5,037 2,506 10,647 
EE = Error Estándar de la Media    Letras diferentes dentro de columnas representan 






















 3.86 a 2.79 a 2.86 a 2.14 a 
 2.88 ab 1.67 ab 1.89 ab 1.60 a 
 2.27 abc 1.28 ab 1.43 ab 1.18 a 
 2.89 ab 1.58 ab 1.70 ab 1.40 a 
 2.95 ab 2.06 ab 2.05 ab 1.78 a 








 2.11 abc 1.29 ab 1.43 ab 1.66 a 
 1.48 bc 0.94 ab 1.06 ab 1.20 a 
 1.76 bc 0.99 ab 1.22 ab 1.28 a 
 1.94 bc 1.19 ab 1.21 ab 1.27 a 
 1.56 bc 0.96 ab 1.07 ab 1.18 a 








 1.48 bc 1.29 ab 1.42 ab 1.22 a 
 1.34bc 1.21 ab 1.20 ab 1.48 a 
 1.16 bc 1.09 ab 1.13 ab 1.34 a 
 1.29 bc 1.12 ab 1.15 ab 1.17 a 
 1.29 bc 0.92 ab 1.00 b 1.24 a 










 1.25 bc 0.95 ab 1.04 b 1.14 a 
 1.29 bc 0.99 ab 1.09 ab 1.15 a 
 1.20 bc 0.90 ab 1.04 b 1.10 a 
 1.17 bc 0.91 ab 0.98 b 1.09 a 
 1.20 bc 0.94 ab 1.08 ab 1.16 a 








 1.457 bc 1.093 ab 1.15 ab 1.30 a 
 1.434 bc 1.206 ab 1.38 ab 1.18 a 
 1.377 bc 1.024 ab 1.22 ab 1.10 a 
 1.203 bc 972 ab 1.13 ab 1.03 a 
 1.274 bc 1.014 ab 1.26 ab 1.15 a 








 1.628 bc 1.274 ab 1.53 ab 1.57 a 
 1.616 bc 1.239 ab 1.60 ab 1.47 a 
 1.258 bc 1.062 ab 1.19 ab 1.24 a 
 1.369 bc 1.160 ab 1.28 ab 1.28 a 
 1.460 bc 1.234 ab 1.33 ab 1.38 a 
 1.275 bc 948 ab 1.16 ab 1.12 a 
EEM   320 326 308 294 
Letras diferentes dentro de columnas representan diferencias significativas entre tratamientos 
(p<0.05) 
 
     Al aumentar la concentración de NaCl en los extractos de 0.3 % a 1 %, se incrementó la 
fuerza de cuajado, pero al variar la concentración de 1 a 5 % no se observó diferencia 
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significativa (el valor promedio encontrado fue de 1:22,088 con un valor mínimo de 5,150 y 
un máximo de 51,765). Estos resultados son superiores a los documentados por Florez et al. 
(2006) quienes encontraron valores alrededor de 1:1,000 para cuajo de cabrito y en una 
relación 30 a 1 a los encontrados por Chazarra et al. (2007) quienes al emplear 0, 34, 51 y 102 
mM de NaCl en extractos de flores de cardo no encontraron diferencia significativa en la 
fuerza de cuajado con valores de 1:387, 1:387, 1:422 y 1:422 por gramo de cardo 
respectivamente. Este resultado puede atribuirse a las bajas concentraciones de NaCl 
empleadas para la elaboración de extractos. Lo cual indica la importancia de su empleo, ya 
que cuando se ha evaluado la fuerza de cuajado de pepsina y quimosina natural sin la 
incorporación de NaCl se pierde hasta un 26 % después de 6 meses de almacenamiento 
cuando el promedio esperado era de 1 a 2 % mensual (Kozelkova et al., 2012). Por su parte 
Anifantakis y Green (1980) encontraron que los mejores niveles de actividad coagulante se 




     Los estómagos de conejo contienen enzimas coagulantes que se pueden extraer con 
soluciones que contengan de 1 a 5 % de NaCl a un pH de 4. El extracto enzimático se puede 
utilizar después de un tiempo de extracción de 48 h y mantener su actividad hasta por doce 
meses.  
     El etanol no tuvo efecto en la actividad coagulante de los extractos pero sí inhibió la 
actividad proteolítica de las enzimas, y también juega un papel importante en la conservación 
e inocuidad de los cuajos. Por las propiedades coagulantes de leche de los extractos obtenidos 
de estómagos de conejo, estos se pueden utilizar como alternativa sustentable para cubrir la 
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El queso es el principal producto obtenido de la industrialización de la leche a nivel mundial 
(FAO, 2013), para su elaboración se requiere de quimosina (cuajo) que es una aspartato 
proteasa producida en el estómago de los rumiantes lactantes (Harboe y Budtz, 2003), debido 
al incremento en la producción mundial de queso el suministro de cuajo ha disminuido a causa 
de la limitada disponibilidad de estómagos de becerros (Jacob 2011) lo que ha hecho necesaria 
la búsqueda de sustitutos (coagulantes lácteos de origen vegetal, microbiano y animales no 
rumiantes) (Zhang y Wang, 2007). 
El empleo de coagulantes lácteos produce en los quesos características de textura, aromas y 
sabores diferentes con relación a aquellos quesos elaborados en las mismas condiciones con 
cuajo de ternero, lo que da lugar a la pérdida de sabores en una gran variedad de quesos 
tradicionales (Ferrandini et al., 2007). Se espera que los coagulantes lácteos tengan una alta 
tasa de actividad coagulante sobre una actividad proteolítica a un pH y temperatura de 
fabricación de queso que son propiedades específicas similares al cuajo (Huppertz et al., 
2004), los coagulantes microbianos son menos específicos y tienen mayor actividad 
proteolítica que los cuajos animales por lo mismo pueden tener un importante impacto sobre la 
calidad y rendimiento del queso (Trujillo et al., 2000). Algunos factores como religiosos, 
vegetarianismo, o prohibiciones gubernamentales favorecen la búsqueda de fuentes 
alternativas de coagulación de la leche (Hasnim et al., 2011) El uso de coagulantes vegetales 
con mayor actividad proteolítica pueden acortar el periodo de maduración de los quesos 
provocando mayor proteólisis en menor tiempo que el cuajo de becerro como reportan Galan 
et al. (2008) en leche de borrega, incluso la mezcla de cuajo de becerro con coagulante vegetal 
acelera la maduración de los quesos (Galan et al., 2012). La mayor actividad proteolítica de 
coagulantes vegetales tal como extracto de cardo se puede utilizar para superar la problemas 
de textura dura y pobre sabor asociados con quesos elaborados con leches concentradas por 
ultrafiltración (UF), causada por insuficiente la hidrólisis de proteínas (Hwei et al., 2006) La 
mayoría de los quesos son madurados por periodos que van de 3 semanas (p.e. Mozarella) 
hasta 12 meses (p.e. Cheddar, Manchego, Parmesano), durante la maduración ocurren cambios 
químicos, bioquímicos y microbiológicos, como resultado los principales componentes de la 
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leche son fragmentados en productos primarios y secundarios, estos eventos generan 
diferentes compuestos que en combinaciones y concentraciones apropiadas son responsables 
del sabor de los diferentes quesos. La maduración del queso es lenta y en consecuencia un 
proceso costoso que todavía no es totalmente controlable. 
La proteólisis es considerada como la principal y más compleja transformación bioquímica 
que ocurre durante la maduración de muchas variedades de queso (Ferrandini et al., 2011; 
Addis et al., 2008). La degradación de la matriz protéica durante la maduración influye en los 
cambios que ocurren en la textura del queso especialmente elasticidad, fragilidad, adherencia, 
dureza y propiedades de masticabilidad, este mismo proceso es responsable del desarrollo de 
sabores básicos y los cambios en sabor del queso, debido a la producción de amoniaco, 
aminas, compuestos de azufre y ácidos grasos libres volátiles que se desarrollan durante este 
proceso. Los agentes proteolíticos activos incluyen enzimas endógenas (quimosina y pepsina) 
o las enzimas liberadas por microorganismos lácticos iniciadores o ajenos (Hayaloglu et al., 
2008), la proteólisis del queso está caracterizada por la solubilización de las proteínas que se 
traduce en un incremento en el nitrógeno soluble, el efecto comienza con la ruptura 
proteolítica de la --caseína, mediada por cuajo residual y/o plasmina para generar 
polipéptidos, que luego siguen un proceso de degradación por proteasas de las bacterias ácido 
lácticas y/o flora microbiana secundaria (Freitas y Malcata, 2000). La Proteólisis contribuye a 
la textura del queso a través de la hidrólisis de proteínas, el aumento de pH y la retención de 
agua por los grupos amino y carboxílicos que se forman durante la maduración. Tanto el 
coagulante como el cultivo láctico son considerados como agentes proteolíticos determinantes 
y por lo tanto su influencia en las propiedades texturales de los quesos deben ser evaluados 
(Calvo et al., 2007).  
La lipólisis o degradación de la grasa es otro aspecto que ocurre durante la maduración y que 
confiere el típico sabor ―picante‖ a algunos quesos con denominación de origen protegida 
elaborados con cuajos en pasta que contienen lipasas (Etayo et al., 2006), la diferencia en la 
composición enzimática del cuajo en pasta es principalmente debida a la presencia de enzimas 
lipolíticas (pregástrica y gástrica) (Bustamante et al., 2002), los cuajos líquidos comerciales no 
tienen enzimas lipolíticas mientras que los cuajos en pasta contienen lipasas y esterasa 
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pregástrica (Ferrandini et al., 2012), las lipasas contenidas en el cuajo en pasta influyen 
marcadamente en las características finales de los quesos (Addis et al., 2008). El sabor y 
aroma fuerte de los elaborados con cuajos artesanales ha sido correlacionado con una mayor 
actividad lipolítica que provoca la liberación de altas concentraciones de ácidos grasos de 
cadena corta especialmente ácido butírico (Florez et al., 2006), mientras que los elaborados 
con cuajo comercial producen ácidos grasos de cadena media y larga (Pirisi et al., 2007). 
La calidad microbiológica y las propiedades sensoriales de los quesos está relacionada con la 
calidad y el tipo de cuajo utilizado en su elaboración (Moatsou et al., 2004), el sabor y la 
textura son características sensoriales muy importantes que se adquieren durante la 
maduración y el cuajo utilizado afecta estas propiedades (Addis et al., 2008). El objetivo de 
este trabajo es la comparación de las características sensoriales, fisicoquímicas y 
microbiológicas de quesos madurados a 30, 60 y 90 días elaborados con cuajo artesanal de 
estómago de conejo, cuajo comercial (microbiano) y tradicional (de becerro).  
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Materia prima 
La leche fresca de vaca fue pasteurizada lentamente a 63º C durante 30 min, se empleó un 
Milk Scan® para la determinación de grasa, lactosa, sólidos totales, agua, minerales y 
densidad. La leche se entibió a 35º C y se le agregó cultivo láctico termófilo (Streptococcus 
termophilus) hasta que la acidez alcanzó 20º Dornic, posteriormente se añadió por cada 10 
litros de leche: 2 ml de cloruro de calcio al 50%, 0.5 ml de colorante (solución de Annato 
70ipól chess marca Alcatraz®  y se dividió en tres lotes, se le agregó la cantidad necesaria de 
cuajo para coagular en 30 minutos. Para el cuajo de becerro se empleo la marca Alcatraz® 
(potencia 1:10,000), el microbiano fue de la marca Cuamex® (potencia 1:10,000) y el de 
conejo fue artesanal (potencia 1:3,000). La cuajada obtenida fue desuerada al ras y se le 
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agregó 80 gr de cloruro de sodio por cada 10 litros de leche. Los quesos obtenidos fueron 
madurados a 10°C tomando muestras a los 30, 60 y 90 días. 
 
Análisis fisicoquímico 
Se realizó el análisis químico proximal por triplicado para determinación de: Humedad y 
materia seca en estufa a 100ºC (AOAC, OM 034.01), proteína cruda por el método de 
Kjeldahl (AOAC OM 954.01), cenizas en horno de mufla a 600ºC (AOAC, OM 942.05), 
extracto etéreo – grasa cruda por el método AOAC  
 
Análisis microbiológico 
Se determinó lípólisis aerobios, hongos y levaduras, coliformes totales, Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus y Salmonella spp de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-243-
SSA1-2010.  
 
Perfil de ácidos grasos 
Se determinaron ácidos grasos mediante cromatografía de gases a los 30, 60 y 90 días de 
maduración preparando las muestras de acuerdo a lo establecido en FIL-IDF 32:1965 y la 
extracción de grasa se realizó por el método Soxhlet, utilizando un sistema de extracción 
cíclico de los componentes solubles en éter, de acuerdo a lo propuesto en la norma NMX-F-
089-S-1978 ¨Determinación de extracto etéreo (método Soxhlet) en alimentos¨. 
Una vez obtenida la grasa, se llevó a cabo la derivatización de los esteres metílicos en base a 
los fundamentos de la ISO15885:2002 (IDF 184:2002) ¨Milk fat Determination of the fatty 
acid composition by gas-liquid chromatography¨. Los ésteres metílicos se analizaron en un 
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cromatógrafo de gases Shimadzu 2010 plus, usando un detector de ionización de flama y 
como gas de arrastre helio a 4 psi . Se utilizó una columna capilar supelco (SP-2380) de 30m x 
0.25mm de diámetro interno por 0.20 µm de espesor de película. Bajo las siguientes 
condiciones de temperatura, horno 100ºC, inyector 240ºC, detector 260º C. La rampa de 
temperatura fue la siguiente: temperatura inicial 100ºC se mantuvo durante 3 min, fue 
aumentando 16ºC/min hasta llegar a 140ºC, manteniéndose 4 minutos aumentando 3ºC/min 
hasta llegar a 195ºC durante 2 min, incrementando 6ºC/min hasta llegar a la temperatura final 
de 220ºC durante 15 min, con un tiempo total de corrida de 49 min. Con un flujo de 3.6 
mL/min y una presión de 7.6 psi. El volumen de inyección fue de 1 µL. El registro e 
integración de los picos se realizó a través del software shimadzu Gcsolution Chromatography 
Data System versión 2.4.  
 
Análisis sensorial 
Para analizar las características de aceptación por los consumidores se utilizó un panel de 50 
catadores no entrenados considerando una escala de 7 niveles para las características de 




Para analizar el efecto del tipo de cuajo y el tiempo de maduración se empleó un modelo en 
bloques completamente al azar realizando un análisis de varianza (ANOVA) de una vía 
(p<0.05) y una comparación de promedios empleando la prueba de Tukey con el paquete 




RESULTADOS Y DISCUSION 
La composición de la leche entera utilizada para la elaboración de los quesos fue: Humedad 
87.25%, proteína 3.13%, grasa 4.33%, minerales 0.78%, lactosa 4.46%, pH 6.6, acidez 16º 
Dornic y densidad 1.029º Quevenne. Al momento de cuajar una vez adicionado el cultivo 
láctico la acidez fue de 21º D y el pH de 6.3 
 
Análisis fisicoquímico 
En el cuadro 1 se muestra la composición fisicoquímica de los quesos, se encontró diferencia 
significativa para efecto del tipo de cuajo en el contenido de sales y para efecto del tiempo de 
maduración para contenido de grasa y sales. 
CUADRO 1. Características fisicoquímicas de queso tipo manchego elaborado con cuajo de 
becerro (A), microbiano (B) y de conejo (C) madurado a 30, 60 y 90 días.  
Tiempo de 







%       cuajo A B C 
 
A B C 
 
A B C 
  
TC TM 
humedad 28.86 40.91 31.46 
 
29.48 25.12 25.99 
 
35.13 35.97 30.44 
 
0.0011 ns ns 
cenizas 3.52 5.42 5.18 
 
4.18 4.56 4.36 
 
4.57 5.29 5.04 
 
0.0109 * * 
grasa 34.83 24.90 32.65 
 
39.21 41.72 37.55 
 
35.43 26.09 36.95 
 
0.0009 ns * 
proteína 31.17 26.49 28.78 
 
24.82 25.81 29.09 
 
22.67 28.50 25.28 
 
0.0006 ns ns 
los valores reportados son medias de tres muestras de queso 
EEM Error estándar de la media,  TC tipo  de coagulante, TM tiempo de maduración,   ns no significativo *P<0.05 
Estos resultados concuerdan con los reportados por Addis et al. (2005) y Moatsou et al. 
(2004), quienes no encontraron diferencias en los contenidos de humedad, proteína y grasa 
utilizando los primeros cuatro tipos de cuajo de cordero en pasta para elaborar queso Fiore 
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Sardo y los segundos cuajo de cabrito, cordero y becerro en leche de oveja, asimismo, Sanjuán 
et al. (2002) y Galan et al. (2008) no encontraron diferencias en la composición fisicoquímica 
en quesos de leche de oveja utilizando cuajo animal y vegetal, por su parte Mutlag  et al. 
(2006) no encontraron diferencias entre los quesos en cuanto a proteína, humedad, grasa y MS 
en las interacciones de quimosina comercial y sal en la elaboración de queso blanco, ni en 
evaluación sensorial de olor ni sabor mientras que para Irigoyen et al., (2001) la actividad 
coagulante no tuvo efecto significativo sobre los valores de  materia seca , grasa y proteína en 
queso de leche ovina. En este trabajo los tipos de coagulante utilizados no afectaron la 
composición fisicoquímica ni el rendimiento de los quesos.  
Análisis microbiológico 
Se encontraron diferencias significativas para presencia de coliformes y mesófilos aerobios 
para el tipo de coagulante y tiempo de maduración y para coliformes para el tipo de coagulante 
(cuadro 2)  
CUADRO 2 Características microbiológicas de queso tipo manchego hecho con cuajo de becerro (A), microbiano (B) y de conejo (C) 
madurados a 30, 60 y 90 días.  







ufc/g de ques A B C   A B C   A B C 
 
  TC TM 
Coliformes 5000 5000 76059 
 
3634 1000 5000 
 
0 0 4629 
 
2.082 * * 
Mesófilos 
 aerobios >107 >107 >107 
 
3.8x106 9.7x1061 >107 
 
1.9x106 1.5x106 1.5x106 
 
1.190 ns * 
Salmonella 0 0 0 
 
0 0 0 
 
0 0 0 
 
0.00 ns ns 
Estafilococo 0 0 0 
 
0 0 0 
 
0 0 0 
 
0.00 ns ns 
E. coli 0 0 0  0 0 0  0 0 0 
 
0.00 ns ns 
los valores reportados son medías de tres muestras de queso 
EEM Error 74ipólisi de la media,  TC tipo  de coagulante, TM tiempo de maduración,   ns no significativo, *p<0.05 
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Aun cuando no se encontraron patógenos como Salmonella spp, Escherichia coli, ni 
Staphylococcus aureus la cantidad de coliformes totales y mesófilos aeróbios fue más elevada 
en los quesos elaborados con coagulante de estómago de conejo, (cuadro 2), 
Al respecto Florez et al., (2006) afirman que los extractos son probablemente la fuente de la 
mayoría de las bacterias acido lácticas no iniciadoras en queso cabrales y los resultados 
concuerdan con Irigoyen et al., (2001) quienes encontraron cuentas microbianas de 
enterobacterias y levaduras que exceden los límites permitidos con ausencia de patógenos 
como E. coli, salmonella y estafilococos aureus en muestras de cuajos artesanales de cordero, 
las diferencias en la cuenta inicial de coliformes y enterococos fue eliminada en quesos feta 
después de 60 días de maduración Moatsou et al., 2004, la calidad microbiológica del cuajo 
afecto significativamente la cuenta a los 60 días de maduración, en este trabajo lo coliformes y 
mesófilos aerobios disminuyeron considerablemente aunque no desaparecieron del todo a los 
90 días de maduración. 
 
Patrón lipolítico de los quesos 
Los resultados para lipólisis en los quesos se muestran en el cuadro 3 donde se presenta la 
media para cada ácido graso obtenidos de los tres preparados coagulantes (becerro, 
microbiano y conejo) a tres tiempos de maduración (30, 60 y 90 días). La grasa de la leche es 
vehículo de las vitaminas liposolubles A, D y E, sin embargo también es importante el 
contenido de ácidos grasos considerados benéficos para la salud humana como son los 




CUADRO 3 Perfil de ácidos grasos de queso tipo manchego hecho con coagulantes de becerro, 
microbiano y de conejo 
 
becerro   microbiano   conejo 
   
 
tiempo de maduración 
(d)  
 










30 60 90  30 60 90  30 60 90  
 
TC TM 
 C4:0 0.745 0.734 1.115 
 
0.770 0.976 0.988 
 
0.852 1.072 0.693 
 
0.650 ns ns 
 C6:0 1.462 1.397 1.917 
 
1.424 1.363 1.600 
 
1.510 1.517 1.186 
 
0.180 ns ns 
 C8:0 0.979 0.899 1.196 
 
0.889 0.870 1.142 
 
0.921 0.950 0.809 
 
0.140 ns ns 
C10:0 1.921 1.963 2.120 
 
1.909 1.898 2.127 
 
1.795 1.972 1.835 
 
0.144 ns * 
C12:0 1.938 1.945 2.031 
 
1.933 1.980 2.128 
 
1.888 1.980 1.958 
 
0.004 ns * 
C14:0 8.453 8.772 8.366 
 
8.300 8.757 8.739 
 
8.582 8.461 8.671 
 
0.004 ns ns 
C14:1 0.888 0.533 0.406 
 
0.503 0.504 0.361 
 
0.446 0.547 0.432 
 
0.303 ns * 
C15:0 0.116 0.257 0.331 
 
0.263 0.319 0.326 
 
0.314 0.334 0.335 
 
0.105 * * 
C15:1 0.013 0.012 0.010 
 
0.012 0.013 0.010 
 
0.018 0.018 0.020 
 
0.005 * ns 
C16:0 29.58 30.81 29.873 
 
29.47 31.123 31.064 
 
31.30 30.31 31.13 
 
0.000 ns ns 
C16:1 0.255 0.242 0.226 
 
0.231 0.202 0.077 
 
0.234 0.269 0.235 
 
0.078 * ns 
C17:0 0.212 0.221 0.284 
 
0.203 0.234 0.301 
 
0.233 0.224 0.252 
 
0.028 ns ns 
C17:1 0.108 0.094 0.187 
 
0.085 0.104 0.191 
 
0.099 0.088 0.083 
 
0.034 ns * 
C18:0 11.85 12.30 10.97 
 
11.89 12.594 10.709 
 
13.26 12.11 12.79 
 
0.001 * ns 
C18:1n9c 39.68 37.90 39.091 
 
38.14 36.374 38.370 
 
34.94 38.37 34.93 
 
0.657 ns ns 
C18:2n6c 1.479 1.468 1.291 
 
2.083 1.805 1.204 
 
1.793 1.541 2.125 
 
1.614 * ns 
C20:0 0.141 0.132 0.125 
 
1.060 0.648 0.153 
 
1.029 0.141 1.220 
 
4.318 ns ns 
C18:3n6 0.105 0.099 0.079 
 
0.050 0.063 0.187 
 
0.051 0.076 0.045 
 
0.132 ns * 
los valores reportados son medias de tres muestras de queso 
C4:0 ácido 76ipólisi, C6:0 ácido caproico, C8:0 ácido caprílico, C10:0 ácido cáprico C12:0 ácido láurico, C14:0 
ácido mirístico, C14:1 ácido miristoléico, C15:0 ácido pentadecanóico, C15:1 ácido pentadecenóico, C16:0 ácido 
palmítico, C16:1 ácido palmitoléico, C17:0 ácido margárico , C17:1 ácido margaroléico, C18:0 ácido esteárico, 
C18:1 ácido oléico, C18:2ácido linoléico, C18:3 ácidolinolénico, C20:0 ácido araquídico 




Las diferencias significativas se dieron más en los ácidos grasos de cadena larga (>de 15 
carbonos) que en los de cadena corta, no hubo interacción entre tipo de cuajo y tiempo de 
maduración excepto  para C15:0 (ácido pentadecanoico). Lo anterior concuerda con Ferrandini 
et al., 2007, quien afirma que las lipasas de origen animal liberan fundamentalmente ácidos 
grasos de cadena corta mientras que las de origen microbiano liberan ácidos grasos de cadena 
más larga mientras que Moatsou et al., 2004, encontraron que el cuajo artesanal de origen 
animal también  produjo mayor contenido de ácidos grasos libres C4:0 y C10:0 en quesos 
madurados. Bustamante et al., 2000  afirman que la actividad lipasa y no la esterasa de los 
estómagos de corderos parece ser la responsable de la liberación de ácidos grasos de cadena 
corta de la grasa de la leche y aunque Addis et al., 2008 afirman que la lipólisis es uno de los 
mayores cambios bioquímicos que ocurren durante la maduración del queso y que la 
liberación de ácidos grasos libres es considerada que influye el sabor de los quesos en este 
trabajo no se percibió diferencia significativa entre el sabor de los diferentes tipos de quesos. 
 
En el cuadro 4 se muestran los resultados de la encuesta de satisfacción por los consumidores 
de los quesos 
CUADRO 4 Valores medios de puntajes para algunos atributos sensoriales en lotes de queso 
tipo manchego hecho con cuajo de becerro, microbiano y conejo después de 30, 60 y 90 días 
de maduración 
 
30 días   60 días   90 días 
 
EEM diferencias 
cuajo A B C   A B C   A B C     TC TM 
apariencia 6.62 6.71 6.49 
 
6.38 6.37 6.33 
 
6.40 6.27 6.17 
  
NS NS 
color 6.55 6.57 6.58 
 
6.38 6.12 6.46 
 





olor 6.18 6.48 6.27 
 
6.12 6.00 6.23 
 
6.15 6.00 5.85 
  
NS NS 
sabor 6.40 6.09 6.33 
 
5.19 5.67 5.87 
 
5.67 5.51 5.56 
  
NS NS 
textura 6.29 6.29 6.56  5.77 5.83 6.00  5.94 6.10 5.96   NS NS 
Los valores reportados son medias de 150 encuestas aplicadas a catadores no entrenados 
 
Estos resultados difieren con los obtenidos por Fontecha et al., (2006), quienes afirman que 
aunque las diferencias en los niveles totales de ácidos grasos libres entre lotes hechos con 
cuajo en pasta y aquellos hechos con cuajo comercial no fueron altos hubo diferencias en las 
características sensoriales de los quesos, asimismo, Calvo et al., (2007) reportan diferencias 
favorables en intensidad de aroma, intensidad de sabor y aceptabilidad total en quesos 
elaborados con cuajo artesanal a 7, 15, 30 y 60 días de maduración  
Las figuras 1, 2 y 3 muestran los valores obtenidos a los 30, 60 y 90 días de maduración para 




FIGURA 1. Características de aceptación de quesos madurados a 30 días 
 

































FIGURA 3. Características de aceptación para quesos madurados a 90 días 
CONCLUSIONES 
El estómago de conejo puede aprovecharse al igual que el cuajo microbiano y de becerro 
como coagulante de leche en la elaboración de quesos madurados sin que se afecten las 
características fisicoquímicas, y sensoriales del queso, es necesario asegurar la inocuidad del 
coagulante extraído de estómagos de conejo para evitar la contaminación microbiana de los 
quesos con enterobacterias y mesófilos aerobios utilizando una concentración de cloruro de 
sodio del 5% y etanol. 
Aunque sin diferencias significativas el mejor tiempo de maduración para la característica de 
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CAMPO DE LA INVENCION 
La presente invención se refiere al proceso tecnológico de obtención de un coagulante lácteo 
líquido de estómago de conejo, detallándose los procesos de su elaboración, los tipos de 
enzimas presentes y su proceso de conservación. Se muestran las características 
microbiológicas, bromatológicas, perfil de ácidos grasos y la evaluación sensorial de quesos 
elaborados con cuajo de becerro, coagulantes lácteos microbiano y de estómago de conejo; en 
donde no se observó diferencia significativa, lo cual hace la invención atractiva ya que es el 
objetivo fundamental del consumo del mismo.  
 
OBJETO DE LA INVENCIÓN 
El cuajo obtenido de manera tradicional implica el sacrificio de becerros lactantes para la 
obtención de estómagos, debido al incremento en la producción mundial de queso el 
suministro de cuajo ha disminuido a causa de la limitada disponibilidad de estómagos de 
becerros lo que ha hecho necesaria la búsqueda de sustitutos (coagulantes lácteos de origen 
vegetal, microbiano y animales no rumiantes). 
El empleo de coagulantes lácteos produce en los quesos características de textura, aromas y 
sabores diferentes con relación a aquellos quesos elaborados en las mismas condiciones con 
cuajo de ternero, lo que da lugar a la pérdida de sabores en una gran variedad de quesos 
tradicionales, situación que no se presenta con el coagulante lácteo elaborado con el estómago 
de conejo.  
 
ANTECEDENTES 
La quimosina o renina es un aspartato-proteasa que se produce en el abomaso (estómago) de 
becerros, cabritos y corderos lactantes (Addis et al., 2008). Esta enzima hidroliza la κ-caseína 
dando como resultado la agregación y la coagulación de las micelas de caseína 
desestabilizadas. Durante la coagulación de las caseínas se forma un gel, a modo de matriz, 
que atrapa o retiene la grasa, el agua y algunos componentes solubles de la leche, proceso al 
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que se conoce como gelificación (Ordiales et al., 2012). Las enzimas lipolíticas presentes 
afectan a las grasas, lo que da buen sabor a los quesos madurados (Moatsou et al., 2004; 
Florez et al., 2006). La calidad del cuajo se asocia a la potencia o fuerza de cuajado y ésta 
disminuye durante el almacenamiento. En tres meses se reduce 16 % su potencia biológica, y 
26 % a los 6 meses (Kozelkova et al., 2012).  
Kumar et al. (2006) documentaron que la actividad coagulante disminuye proporcionalmente 
con el incremento de la temperatura. La actividad máxima ocurre a los 30 ºC, mientras que a 
65 ºC cesa totalmente. La quimosina presenta su máxima actividad en un pH de 5.5. A partir 
de pH 5.8, la actividad declina y no se observa actividad a pH 8.0 (Kumar et al., 2006).  
El cuajo se puede producir de manera industrial, artesanal en forma líquida (Moschopoulou et 
al., 2007) o en pasta (Addis et al., 2008). Una desventaja de los cuajos artesanales hasta ahora 
es la calidad microbiológica; por lo que se ha tratado de asegurar la inocuidad de los mismos 
agregando sustancias que no afecten la capacidad coagulante, como el ácido bórico (Florez et 
al., 2006), NaCl (Moschopoulou, 2011), el etanol (O’Connell et al., 2006) o por manipulación 
del pH (Tripaldi et al., 2012).  
En décadas recientes, la dificultad de encontrar en el comercio cuajos naturales ha propiciado 
que las industrias queseras recurran al empleo de coagulantes lácteos comerciales de origen 
microbiano, vegetal o de otras especies no rumiantes (Jacob et al., 2011). El coagulante de 
origen microbiano contiene solo uno de los tipos de quimosina conocidos (A o B) y otros tipos 
de quimosina que no existen en el cuajo natural, pero carecen de lipasas gástricas. Por su 
parte, el coagulante de origen vegetal presenta baja actividad, contiene principalmente 
enzimas con alta actividad proteolítica y carece de lipasas (Ordiales et al., 2012). Dentro de las 
especies no rumiantes empleadas con este propósito se encuentran las enzimas gástricas del 
pollo (Rolet et al., 2013), conejo y el cerdo (Wahba y El–Abbassy, 1981). El conejo, a pesar 
de no ser rumiante, contiene 12.3 % de proteína en su leche, de la cual el 70 % es caseína 
(Szendrő y Luzi, 2006), por lo que se sugiere que el estómago de conejo produce una proteasa 
similar al cuajo natural, además de contar con lipasas gástricas. 
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La mayoría de los quesos son madurados por periodos que van de 3 semanas (p.e. Mozarella) 
hasta 12 meses (p.e. Cheddar, Manchego, Parmesano), durante la maduración ocurren cambios 
químicos, bioquímicos y microbiológicos, como resultado los principales componentes de la 
leche son fragmentados en productos primarios y secundarios, estos eventos generan 
diferentes compuestos que en combinaciones y concentraciones apropiadas son responsables 
del sabor de los diferentes quesos. La maduración del queso es lenta y en consecuencia un 
proceso costoso que todavía no es totalmente controlable. 
La proteólisis es considerada como la principal y más compleja transformación bioquímica 
que ocurre durante la maduración de muchas variedades de queso (Ferrandini et al., 2011; 
Addis et al., 2008). La degradación de la matriz proteica durante la maduración influye en los 
cambios que ocurren en la textura del queso especialmente elasticidad, fragilidad, adherencia, 
dureza y propiedades de masticabilidad, este mismo proceso es responsable del desarrollo de 
sabores básicos y los cambios en sabor del queso, debido a la producción de amoniaco, 
aminas, compuestos de azufre y ácidos grasos libres volátiles que se desarrollan durante este 
proceso. Los agentes proteolíticos activos incluyen enzimas endógenas (quimosina y pepsina) 
o las enzimas liberadas por microorganismos lácticos iniciadores o ajenos (Hayaloglu et al., 
2008), la proteólisis del queso está caracterizada por la solubilización de las proteínas que se 
traduce en un incremento en el nitrógeno soluble, el efecto comienza con la ruptura 
proteolítica de la - -caseína, mediada por cuajo residual y/o plasmina para generar 
polipéptidos, que luego siguen un proceso de degradación por proteasas de las bacterias ácido 
lácticas y/o flora microbiana secundaria (Freitas y Malcata, 2000). La Proteólisis contribuye a 
la textura del queso a través de la hidrólisis de proteínas, el aumento de pH y la retención de 
agua por los grupos amino y carboxílicos que se forman durante la maduración. Tanto el 
coagulante como el cultivo láctico son considerados como agentes proteolíticos determinantes 
y por lo tanto su influencia en las propiedades texturales de los quesos deben ser evaluados 
(Calvo et al., 2007).  
La lipólisis o degradación de la grasa es otro aspecto que ocurre durante la maduración y que 
confiere el típico sabor ―picante‖ a algunos quesos con denominación de origen protegida 
elaborados con cuajos en pasta que contienen lipasas (Etayo et al., 2006), la diferencia en la 
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composición enzimática del cuajo en pasta es principalmente debida a la presencia de enzimas 
lipolíticas (pregástrica y gástrica) (Bustamante et al., 2002), los cuajos líquidos comerciales no 
tienen enzimas lipolíticas mientras que los cuajos en pasta contienen lipasas y esterasa 
pregástrica (Ferrandini et al., 2012), las lipasas contenidas en el cuajo en pasta influyen 
marcadamente en las características finales de los quesos (Addis et al., 2008). El sabor y 
aroma fuerte de los elaborados con cuajos artesanales ha sido correlacionado con una mayor 
actividad lipolítica que provoca la liberación de altas concentraciones de ácidos grasos de 
cadena corta especialmente ácido butírico (Florez et al., 2006), mientras que los elaborados 
con cuajo comercial producen ácidos grasos de cadena media y larga (Pirisi et al., 2007). 
La calidad microbiológica y las propiedades sensoriales de los quesos está relacionada con la 
calidad y el tipo de cuajo utilizado en su elaboración (Moatsou et al., 2004), el sabor y la 
textura son características sensoriales muy importantes que se adquieren durante la 
maduración y el cuajo utilizado afecta estas propiedades (Addis et al., 2008). 
La elaboración de cuajo de becerro y de otras especies ha sido desarrollada de manera 
tradicional y empleando en la mayoría de los casos estómagos de becerro, aunque en algunas 
regiones de México se ha empleado el estómago de cerdo, borrego y cabrito. 
Se sabe que los tipos de cuajo obtenidos han sido en pasta en donde se macera el estómago 
con sal, o en solución donde el estómago molido o picado en suspendido y reposado en una 
solución que contiene NaCl.  
BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 








3.- Diagrama de elaboración y análisis de quesos elaborados con cuajo microbiano, bovino y 
de estómago de conejo 
 
 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 
Se obtuvieron 100 estómagos de conejos de razas productoras de carne (California, Nueva 
Zelanda Chinchilla y cruzas de estas), de 8 a 9 semanas de edad, de ambos sexos y peso 
aproximado entre 2 y 2.3 kg. Los conejos fueron sacrificados siguiendo el procedimiento 
indicado en la NOM-033-ZOO-1995. Los estómagos se procesaron retirando la grasa 
perivisceral, el bazo, el remanente de esófago y la porción pilórica con el resto del duodeno. 
Posteriormente, se eliminó el contenido estomacal. Se invirtieron los estómagos exponiendo la 
mucosa gástrica y se enjuagaron con agua potable, dejándolos escurrir durante 30 min. Todos 
los estómagos se insuflaron (Figura 1), se secaron sin NaCl. El secado se realizó a la sombra 
durante dos días, una vez secos se molieron a un tamaño de partícula de 25 µm. Los extractos 
93 
 
se elaboraron en un volumen de 100 mL añadiendo un gramo de estómago en agua acidificada 
(con ácido acético) a un pH de 4.0, y 3% de NaCl  y 4% de etanol y se evaluaron a los 40, 80, 
120 y 160 días (Figura 2). 
La leche fresca de vaca fue pasteurizada lentamente a 63º C durante 30 min, se empleó un 
Milk Scan® para la determinación de grasa, lactosa, sólidos totales, agua, minerales y 
densidad. La leche se entibió a 35º C y se le agregó cultivo láctico termófilo (Streptococcus 
termophilus) hasta que la acidez alcanzó 20º Dornic, posteriormente se añadió por cada 10 
litros de leche: 2 ml de cloruro de calcio al 50%, 0.5 ml de colorante (solución de Annato 
colour chess marca Alcatraz®) y se dividió en tres lotes, se le agregó la cantidad necesaria de 
cuajo para coagular en 30 minutos. Para el cuajo de becerro se empleó la marca Alcatraz® 
(potencia 1:10,000), el microbiano fue de la marca Cuamex® (potencia 1:10,000) y el de 
conejo fue artesanal (potencia 1:3,000). La cuajada obtenida fue desuerada al ras y se le 
adiciono 80 gr de cloruro de sodio por cada 10 litros de leche. Los quesos obtenidos fueron 
madurados a 10°C tomando muestras a los 30, 60 y 90 días (Figura 3). Realizándoles a los 
quesos obtenidos un análisis fisicoquímico, microbiológico, sensorial y se evalúo el perfil de 
ácidos grasos. 
 
EJEMPLO (S) (1) 
Al elaborar el cuajo líquido se realizó una evaluación de este a lo largo del tiempo en el cuadro 
2, se muestran los resultados a los 20 y 100 días. 
 
Cuadro 2. Efecto de la adición de NaCl en la solución de extracción.  
Días de extracción 20 100 
Fuerza de cuajado (L de leche coagulados 









UAE: Unidades de Actividad Enzimática. Letras diferentes en las filas representan 
diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).  
 
En el cuadro 3 se muestra la composición fisicoquímica de los quesos, se encontró diferencia 
significativa para efecto del tipo de cuajo en el contenido de sales y para efecto del tiempo de 
maduración para contenido de grasa y sales. 
 
CUADRO 3. Características fisicoquímicas de queso tipo manchego elaborado con cuajo de 
becerro (A), microbiano (B) y de conejo (C) madurado a 30, 60 y 90 días.  
Tiempo de 







%       cuajo A B C 
 
A B C 
 
A B C 
  
TC TM 
humedad 28.86 40.91 31.46 
 
29.48 25.12 25.99 
 
35.13 35.97 30.44 
 
0.0011 ns ns 
cenizas 3.52 5.42 5.18 
 
4.18 4.56 4.36 
 
4.57 5.29 5.04 
 
0.0109 * * 
grasa 34.83 24.90 32.65 
 
39.21 41.72 37.55 
 
35.43 26.09 36.95 
 
0.0009 ns * 
proteína 31.17 26.49 28.78 
 
24.82 25.81 29.09 
 
22.67 28.50 25.28 
 
0.0006 ns ns 
los valores reportados son medias de tres muestras de queso 





Se encontraron diferencias significativas para presencia de coliformes y mesófilos aerobios 
para el tipo de coagulante y tiempo de maduración y para coliformes para el tipo de coagulante 
(cuadro 4) 
CUADRO 4 Características microbiológicas de queso tipo manchego hecho con cuajo de 
becerro (A), microbiano (B) y de conejo (C) madurados a 30, 60 y 90 días.  
Grupo 
microb. 
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0 0 0  0 0 0  0 0 0  0.0
0 
ns ns 
E. coli 0 0 0   0 0 0   0 0 0  0.0
0 
ns ns 
los valores reportados son medías de tres muestras de queso 




MODALIDAD PREFERENTE DE LA INVENCION 
Describa las modalidades preferidas de la invención; se pueden usar las figuras para describir 
estas modalidades y cómo trabaja o funciona el invento.   La descripción debe de ser suficiente 
y clara, punto clave que se evalúa durante el Examen de Fondo. 
 
REIVINDICACIONES 
Habiendo descrito de manera suficiente y clara mi invención, considero como una novedad y 
por lo tanto reclamo como de mi exclusiva propiedad, lo contenido en las siguientes cláusulas: 
 
1. Coagulante lácteo líquido de estómago de conejo caracterizado por contener estómago 
de conejo capaz de coagular la leche y obtener quesos maduros y semimaduros. 
2.  Coagulante lácteo líquido de estómago de conejo  conforme a la cláusula anterior, 
caracterizado además por mantener su actividad coagulante hasta un año. 
3. Coagulante lácteo líquido de estómago de conejo  conforme a la cláusula anterior, 
caracterizado además por contener sal y alcohol como estabilizador y conservador. 
4. Coagulante lácteo líquido de estómago de conejo  conforme a la cláusula anterior, 
caracterizado además por estar elaborado con agua acidificada. 
5.  
RESUMEN 
El coagulante lácteo líquido de estómago de conejo es un producto obtenido del estómago de 
conejos de 2 meses, los cuales fueron secados por insuflación, molidos y disueltos en agua 
acidificada con ácido acético a pH 4. A la cual se le añadió 3% de cloruro ed sodo y 4% de 
etanol como conservador. Este coagulante lácteo puede ser empleado para elaborar quesos 
maduros y semimaduros con las mismas características fisicoquímicas, microbiológicas y 
sensoriales que los quesos elaborados con cuajo de becerro y microbiano.   
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8 Discusión general 
La necesidad de disponer de enzimas coagulantes de origen animal alternas al 
tradicional cuajo obtenido de abomasos de rumiantes lactantes ha llevado a investigar las 
características de enzimas extraídas de estómagos de otros mamíferos tales como el cerdo, 
rumiantes adultos, incluso de animales no mamíferos como el pollo (Ferrandini et al., 2011; 
Jacob et al., 2011) En este trabajo se planteó la utilización de estómagos de conejos de 
engorda para la obtención de enzimas coagulantes de leche. 
La sal (NaCl) desempeña un papel importante tanto en la conservación de los 
estómagos como para la extracción de las enzimas coagulantes (Moschopoulou et al., 2007, 
Calvo et al., 2007) 
A diferencia del cuajo que es rico en quimosina (también llamada renina), estos 
coagulantes lácteos contienen como principal enzima coagulante la pepsina, proteasa que 
pertenece al mismo grupo de aspartato-proteasas aunque con menos especificidad sobre la 
caseína posee mayores propiedades coagulantes y menos proteolíticas lo que le da una ventaja 
sobre los coagulantes de origen vegetal caracterizados por dar sabores amargos y afectar el 
rendimiento debido a una mayor proteólisis además de tener menos fuerza de cuajado lo que 
causa que se requieran mayores cantidades de extracto (Raposo y Domingos, 2008) 
Por otra parte, el uso de coagulantes de origen microbiano o quimosina recombinante 
están siendo ampliamente utilizado por tener entre otras ventajas el bajo costo de producción, 
la mayor disponibilidad y eficiencia, además de no tener restricciones religiosas, sin embargo 
por ser enzimas purificadas se reporta que no dan el mismo sabor que los cuajos naturales 
(Jacob et al., 2011) 
Los cuajos y coagulantes lácteos elaborados en forma artesanal sobre todo para quesos 
protegidos por denominación de origen presentan la desventaja de contener flora microbiana 
no láctica que pueden afectar la inocuidad y calidad de los quesos elaborados, asimismo se 
reporta gran variabilidad debido a las diferencias en los procesos de extracción.   
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9  Conclusión general 
En la fabricación de extractos coagulantes de estómago de conejo es determinante la 
manera de manera de secado y salado para la obtención de soluciones con mayor fuerza 
coagulante. 
El pH de la solución de extracción es un factor importante para la eficiencia de 
extracción y conservación de los extractos 
El extracto coagulante de estómago de conejo utilizado no afectó las características 
fisicoquímicas ni sensoriales de los quesos madurados 
Se debe tomar en consideración la inocuidad de los extractos coagulantes de estómago 
de conejo antes de su utilización en la elaboración de queso. 
La fuerza de cuajado de los extractos coagulantes de conejo es menor que la de los 
cuajos comerciales. 
La eficiencia del coagulante de estómago de conejo depende de la temperatura, pH y 
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